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1 Einleitung 
1.1 Das humane Immunsystem 
Das menschliche Immunsystem schützt den Organismus vor Krankheitserregern wie 
Bakterien, Viren, Pilzen, Protozoen oder Würmern. Des Weiteren ist es in der Lage eine 
Immunantwort gegenüber Tumorzellen zu generieren. Haut und Schleimhäute stellen eine 
erste physikalische und chemische Barriere gegen eindringende Organismen dar. Pathogene, 
die diese Schutzmechanismen überwinden, treffen auf ein komplexes Zusammenspiel von 
zellulären und löslichen Komponenten, welche dem angeborenen und, im weiteren Verlauf der 
Infektion, dem adaptiven Immunsystem zugeordnet werden können (Abbas et al., 2012; 
Murphy et al., 2014). 
Das angeborene Immunsystem ermöglicht eine frühe Verteidigung des menschlichen 
Organismus gegenüber eindringenden Pathogenen und Tumorzellen. Die Antwort erfolgt 
antigenunspezifisch auf evolutionär konservierte, sogenannte „pathogen-associated molecular 
patterns“ (PAMPs). Hauptkomponenten stellen verschiedene Zelltypen, Plasmaproteine wie 
Komplementfaktoren oder Akute-Phase-Proteine und Zytokine dar. Zu den beteiligten 
Immunzellen gehören Phagozyten wie Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen 
(DCs), außerdem Mastzellen und Natürliche Killer (NK)-Zellen. Eingedrungene 
Mikroorganismen werden zunächst von Phagozyten erkannt, internalisiert und anschließend 
abgetötet. Dabei erfolgt eine Aktivierung dieser Zellen, welche durch die Freisetzung 
verschiedener Lipidmediatoren, Zytokine und Chemokine weitere Phagozyten anlocken und 
eine lokale Blutgerinnung induzieren (Murphy et al., 2014). Zusätzlich zu ihren lokalen Effekten 
rufen die sezernierten Zytokine Tumornekrosefaktor (TNF)-, Interleukin (IL)-1 und IL-6 
systemische Veränderungen hervor, beispielsweise Fieber oder die Sekretion von Akute-
Phase-Proteinen durch die Leber (Abbas et al., 2012; Murphy et al., 2014). Bei einer 
Virusinfektion des Körpers können verschiedene Zelltypen die antiviralen Effektormoleküle 
Interferon (IFN)- und IFN- produzieren, welche die weitere Virenreplikation eindämmen und 
DCs, Makrophagen und NK-Zellen aktivieren (Ortaldo et al., 1983; Müller et al., 1994). NK-
Zellen sind in der Lage, virusinfizierte Zellen und Tumorzellen zu erkennen und abzutöten. 
Zudem modulieren sie die Immunantwort durch die Produktion von Zytokinen wie IFN- (Vivier 
et al., 2008).  
DCs verfügen im unreifen Zustand über eine ausgeprägte Phagozytosekapazität und sind 
nach Aktivierung und Ausreifung durch die Präsentation von prozessierten Peptiden auf „major 
histocompatibility complex“ (MHC)-Molekülen in der Lage, eine primäre T-Zell-Antwort zu 
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generieren (Banchereau et al., 2000; Mellman, 2013). Damit stellen sie eine entscheidende 
Verknüpfung zwischen dem angeborenen Immunsystem und einer adaptiven Immunantwort 
dar (Reis e Sousa, 2004). 
Diese adaptive Immunantwort zeichnet sich durch ihre Spezifität, Diversität und 
Gedächtnisbildung aus. Hauptbestandteile sind verschiedene Arten von Lymphozyten und 
deren lösliche Produkte wie Antikörper oder Zytokine (Abbas et al., 2012; Murphy et al., 2014). 
Lymphozyten sind mit hochvariablen Antigenrezeptoren ausgestattet und sind solange 
funktionell inaktiv bis sie durch Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen aktiviert werden. Es 
werden „cluster of differentiation“ (CD)20+ B-Lymphozyten als Effektoren der humoralen 
Immunität von CD3+ T-Lymphozyten unterschieden, welche v. a. die zelluläre Immunabwehr 
vermitteln. B-Lymphozyten differenzieren sich nach Aktivierung zu Antikörper-sezernierenden 
Plasmazellen und T-Lymphozyten können sich zu verschiedenen Typen von T-Effektorzellen 
mit unterschiedlicher Funktion entwickeln. CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) lysieren 
infizierte Zellen oder Tumorzellen u. a. über Granzyme und Perforine aus zytotoxischen 
Granula, CD4+ T-Helferzellen (TH-Zellen) unterstützen B-Zellen und beispielsweise DCs und 
CTLs in ihrer Funktion und CD4+ regulatorische T-Lymphozyten (Tregs) sind in der Lage die 
Aktivität anderer Immunzellen zu unterdrücken (Berke, 1994; Zhu und Paul, 2008). 
Als Folge einer adaptiven Immunantwort bildet sich ein immunologisches Gedächtnis auf Basis 
von langlebigen B- und T-Zellen aus, welche dem Organismus ermöglichen, bei erneutem 
Kontakt mit dem Krankheitserreger schneller und effektiver zu reagieren (Sallusto et al., 2004). 
Angeborene und adaptive Immunantworten stellen keine isolierten Systeme dar, sondern 
beeinflussen sich gegenseitig. So stimulieren und steuern Komponenten des angeborenen 
Immunsystems eine nachfolgende adaptive Immunantwort und diese wiederum wirkt häufig 
verstärkend und modulierend auf Effektoren der angeborenen Immunität. 
1.2 Dendritische Zellen 
DCs entwickeln sich aus hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks und entstehen 
zum überwiegenden Teil, ähnlich wie Monozyten und Granulozyten, aus myeloiden 
Vorläuferzellen (Manz et al., 2001). 
Als professionelle antigenpräsentierende Zellen (APCs) sind sie besonders effizient in der 
Lage, naive T-Lymphozyten zu aktivieren und stellen damit das entscheidende Bindeglied 
zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem dar (Banchereau et al., 2000; Reis e 
Sousa, 2004). Zudem spielen sie eine wichtige Rolle in der Induktion und Aufrechterhaltung 
der zentralen und peripheren Toleranz gegenüber körpereigenen Strukturen sowie harmlosen 
Umweltproteinen (Steinman et al., 2003; Reis e Sousa, 2006). 
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1.2.1 Phänotyp und Funktion dendritischer Zellen  
Grundsätzlich werden zwei verschiedene Funktionszustände von DCs unterschieden: unreife 
DCs mit der ausgeprägten Fähigkeit Proteine aufzunehmen und zu prozessieren und reife 
DCs, welche die Aktivierung von T-Lymphozyten und deren Differenzierung in Effektorzellen 
induzieren können (Banchereau et al., 2000; Reis e Sousa, 2006; Mellman, 2013). 
Die Aufnahme von Proteinen durch unreife DCs erfolgt durch Makropinozytose, 
rezeptorvermittelte Endozytose und Phagozytose mittels „fragment crystallizable“ (Fc)- und 
Komplementrezeptoren sowie C-Typ Lektin-Rezeptoren wie dem Mannoserezeptor 
(Banchereau und Steinman, 1998; Banchereau et al., 2000). Entscheidend für eine effektive 
Erfassung der Proteine der Umgebung ist außerdem die Akkumulation von DCs an 
Eintrittspforten von Mikroorganismen wie z. B. der Haut oder der Mukosa des Gastrointestinal- 
und Respirationstrakts (Steinman und Banchereau, 2007). In der intestinalen Schleimhaut 
können DCs das einschichtige Epithel durchdringen und mit ihren Dendriten Bakterien im 
Darmlumen detektieren (Rescigno et al., 2001). Während entzündlicher Geschehen werden 
unreife DCs zeitnah und zahlreich aus dem Blut in die Peripherie rekrutiert (Sabatté et al., 
2007). Die prozessierten Peptide werden auf MHC-Proteinen an der Zelloberfläche präsentiert 
und können so antigenspezifischen T-Zellen dargeboten werden. Die meisten Zelltypen sind 
in der Lage, CD8+ T-Lymphozyten Peptide auf MHC-Klasse-I-Molekülen zu präsentieren. 
Diese leiten sich von zytosolischen Proteinen ab, die zunächst proteasomal degradiert und 
anschließend im endoplasmatischen Retikulum an MHC-Klasse-I-Moleküle gebunden werden. 
Nach ihrem Transport an die Zelloberfläche können dadurch z. B. virale Peptide oder Peptide 
von Tumorantigenen von CTLs erkannt und die betroffenen Zellen eliminiert werden. 
Professionelle APCs nehmen zudem extrazelluläre Proteine wie Bestandteile virusinfizierter 
Zellen oder Tumorzellen auf, welche dann in Phago- oder Endolysosomen vorliegen, in 
Peptide degradiert und an MHC-Klasse-II-Moleküle gebunden werden. Diese Peptid-MHC-
Komplexe können anschließend CD4+ T-Lymphozyten präsentiert werden. Bestimmte DC-
Subpopulationen sind zusätzlich in der Lage, Peptide von internalisiertem extrazellulärem 
Material auf MHC-Klasse-I-Molekülen zu präsentieren. Durch diese sogenannte 
Kreuzpräsentation von Antigenen kann eine CTL-Antwort auch dann generiert werden, wenn 
die DCs nicht selbst infiziert sind (Jensen, 2007; Joffre et al., 2012). 
Unreife DCs sind in der Lage, evolutionär konservierte Strukturen von Pathogenen, die 
PAMPs, mittels sogenannter „pattern recognition receptors“ (PRRs) zu erfassen. Zu diesen 
Rezeptoren zählen v. a. die auf der Zelloberfläche oder in intrazellulären Vesikeln lokalisierten 
Toll-like Rezeptoren (TLRs), welche auf die Detektion von mikrobiellen Proteinen, Lipiden, 
Nukleinsäuren oder Zellwandbestandteilen gramnegativer Bakterien wie Lipopolysaccharid 
(LPS) spezialisiert sind und zahlreiche Rezeptoren, die an der Erkennung und Internalisierung 
  Einleitung 
4 
 
von Antigenen beteiligt sind. Im Zytosol befinden sich weitere Erkennungsmoleküle, 
sogenannte NOD-like oder RIG-1-like Rezeptoren, die mikrobielle Produkte binden können 
und anschließend die Signalwege induzieren, welche auch der Aktivierung der TLRs 
nachgeschaltet sind (Akira et al., 2006; Iwasaki und Medzhitov, 2015). In Folge entzündlichen 
Zelluntergangs können Adenosintriphosphat, Harnsäure, mitochondriale „deoxyribonucleic 
acid“ (DNA) oder das „high mobility group box“ (HMGB)1 Protein freigesetzt werden. Diese 
können als sogenannte „danger-associated molecular patterns“ (DAMPs) modulierend auf 
Phänotyp und Funktion von DCs wirken (Chen und Nunez, 2010). Eine der wichtigsten 
Funktionen von PRRs ist der Informationsgewinn über die Eigenschaften eines Pathogens, 
um die passende adaptive Immunantwort zu generieren (Iwasaki und Medzhitov, 2015). Die 
Bindung derartiger PAMPs bzw. DAMPs an die eben beschriebenen Rezeptoren sowie 
inflammatorische Zytokine führen zur Reifung und Aktivierung der DCs. Während der 
Ausreifung erfolgt die Expression von Migration-steuernden Chemokinrezeptoren wie dem „C-
C chemokine receptor“ (CCR) 7 und eine Herunterregulierung der 
Antigenaufnahmemechanismen (Reis e Sousa, 2006). Die Zellen exprimieren nun u. a. 
Moleküle wie CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) und CD40 auf der Oberfläche. Zudem wird die 
Neusynthese und Sekretion zahlreicher Zytokine und Chemokine angeregt und auf der 
Zelloberfläche werden vermehrt MHC-Moleküle exprimiert (Banchereau et al., 2000; Sabatté 
et al., 2007). 
Neben ihrer bereits erwähnten Interaktion mit T-Lymphozyten spielen DCs eine Rolle im 
Aufbau einer B-Zell-Immunität und regulieren NK-Zellen. DCs verstärken die Aktivierung, die 
Proliferation, IFN--Produktion und Zytotoxizität von NK-Zellen mittels 
zellmembranassoziierter Moleküle und Zytokine. Im Gegenzug fördern NK-Zellen die Reifung 
und Zytokinproduktion durch DCs und verstärken die DC-vermittelte Aktivierung von T-
Lymphozyten. Insbesondere in Kombination können daher diese beiden Zellarten 
entscheidend an der Immunabwehr von Viren und Tumorzellen mitwirken (Moretta, 2005; 
Wehner et al., 2011). 
1.2.2 Aktivierung von T-Lymphozyten durch dendritische Zellen 
Nach erfolgreicher Migration ausgereifter DCs in sekundäre lymphatische Organe (SLOs) 
erfolgt die Induktion einer adaptiven Immunantwort durch die Interaktion der reifen, 
antigenpräsentierenden DCs mit naiven, antigenspezifischen CD3+ T-Lymphozyten, d. h. T-
Lymphozyten ohne vorangegangenen Antigenkontakt. Erkennt der T-Zell-Rezeptor den 
passenden MHC-Peptid-Komplex, erfolgt die Ausbildung einer sogenannten immunologischen 
Synapse an der Interaktionsfläche von DC und T-Zelle. Dabei kommt es zu einer lokalen 
Reorganisation von Membranproteinen und zytosolischen Adapterproteinen und der 
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Umgestaltung des Zytoskeletts mit einer stabilen interzellulären Interaktion durch 
verschiedene Adhäsionsmoleküle. Den zentralen Anteil dieser Synapse bilden die T-Zell-
Rezeptoren und MHC-Peptid-Komplexe (Guermonprez et al., 2002; Fooksman et al., 2010; 
Hivroz et al., 2012). 
Die Aktivierung einer naiven T-Zelle benötigt verschiedene Signale von der DC, vermittelt über 
den MHC-Peptid-Komplex, kostimulatorische Moleküle und Zytokine. Das erste Signal erfolgt 
über die Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes durch den T-Zell-Rezeptor. Als zweites 
Signal sind kostimulatorische Moleküle auf den DCs erforderlich: Reife DCs exprimieren 
vermehrt CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) auf ihrer Oberfläche, welche mit dem Rezeptor CD28 
auf T-Lymphozyten interagieren (Acuto und Michel, 2003; Keir und Sharpe, 2005). Neben 
diesen klassischen Molekülen wurden weitere Liganden und Rezeptoren ähnlich CD28/B7 
identifiziert: eine Interaktion verschiedener B7-Moleküle mit dem inhibitorischen „cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein“ (CTLA)-4 oder „programmed cell death“ (PD)-1 Molekül auf T-
Zellen verhindert die Aktivierung von T-Lymphozyten und spielt daher eine wichtige Rolle in 
Toleranz- und „Tumor-Escape“-Mechanismen (Keir und Sharpe, 2005; Leung und Suh, 2014). 
Die Aktivierung führt zu klonaler Expansion der T-Lymphozyten, der Sekretion verschiedener 
Zytokine und der Differenzierung in Effektorzellen. CD4+ Effektor-T-Lymphozyten umfassen 
verschiedene Subpopulationen, welche sich durch die Zytokinsekretion und Expression von 
Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Das sogenannte dritte Signal von DCs im Rahmen der 
T-Zell Aktivierung wird durch zahlreiche, von den DCs produzierte Zytokine vermittelt, welche 
die Differenzierung der T-Lymphozyten in die unterschiedlichen Effektorpopulationen steuern. 
IL-12 führt beispielsweise zur Differenzierung von naiven CD4+ T-Lymphozyten in IFN-- und 
TNF-produzierende TH1-Zellen und IL-1, IL-6 und IL-23 induzieren TH17-Zellen, welche eine 
Entzündungsreaktion zur Bekämpfung extrazellulärer Bakterien und Pilze durch Produktion 
von IL-17 und IL-22 unterstützen (Reiner, 2007; Geginat et al., 2013; Walsh und Mills, 2013). 
Unter bestimmten Bedingungen können TH17-Zellen Charakteristika von TH1-Zellen erlangen 
und diese TH1/TH17 Hybriden sind in der Lage, teilweise sowohl IFN- als auch IL-17 zu 
produzieren, und spielen eine wichtige Rolle in inflammatorischen Erkrankungen (Geginat et 
al., 2013). Außerdem können sich naive CD4+ T-Lymphozyten in verschiedene 
Subpopulationen von Tregs differenzieren und so durch die Produktion der 
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 oder „transforming growth factor“ (TGF)- ungewollte 
Immunreaktionen verhindern und die Toleranz gegenüber körpereigenen Strukturen 
aufrechterhalten (Geginat et al., 2013; Walsh und Mills, 2013). Die Aktivierung von naiven 
CD8+ T-Lymphozyten und ihre Differenzierung zu CTLs erfolgt auf ähnliche Art und Weise, 
jedoch spielen hier häufig DCs mit Fähigkeit zur Kreuzpräsentation eine Rolle. Zudem muss 
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ein sogenanntes „licensing“ der DCs durch TH-Zellen über eine CD40:CD40-Ligand-Interaktion 
stattfinden (Ahmed et al., 2012). 
Nach erfolgreicher Abwehr der Pathogene und Elimination der Antigene fehlen wichtige 
Überlebenssignale für die Effektor-T-Zellen und diese gehen bis auf einige als 
Gedächtniszellen zurückbleibenden Lymphozyten zur Wiederherstellung der Homöostase in 
Apoptose (Hand und Kaech, 2009). 
Nicht nur in Anwesenheit infektiöser oder inflammatorischer Stimuli, sondern auch im 
sogenannten „steady state“ migrieren DCs in SLOs und präsentieren körpereigene und 
harmlose Umweltproteine. Diese unreifen DCs stellen nur Signal 1 für die T-Zellen bereit, 
jedoch keine kostimulatorischen Moleküle. T-Lymphozyten, welche diese Peptide erkennen, 
werden im Rahmen der Aufrechterhaltung einer peripheren Toleranz von diesen tolerogenen 
DCs anergisiert und gehen in Apoptose. Zudem können unreife DCs eine Immunantwort durch 
die Induktion von Tregs supprimieren (Steinman et al., 2003; Powell, 2006). 
1.2.3 Subpopulationen humaner dendritischer Zellen 
DCs stellen keine homogene Zellgruppe dar, sondern setzen sich aus zahlreichen 
Subpopulationen zusammen, welche sowohl in lymphatischen als auch in nicht-lymphatischen 
Geweben lokalisiert sind und sich durch verschiedene Oberflächenmoleküle sowie funktionelle 
Eigenschaften unterscheiden. Traditionell zeichnen sich humane DCs durch eine hohe Dichte 
von MHC-Klasse-II-Molekülen, nämlich durch die Expression von „human leukocyte antigen“ 
(HLA)-DR, aus und sind durch fehlende Zellmarker von T-Lymphozyten (CD3), B-
Lymphozyten (CD19), Monozyten (CD14) und NK-Zellen (CD56) charakterisiert. Im humanen 
Blut wird derzeit zwischen myeloiden DCs (mDCs), die auch als konventionelle oder klassische 
DCs bezeichnet werden, und plasmazytoiden DCs (pDCs) unterschieden (MacDonald et al., 
2002; Salvador et al., 2012; Collin et al., 2013). 
PDCs werden über die Oberflächenmoleküle CD123, CD303 („blood dendritic cell antigen“ 
(BDCA)-2) und CD304 (BDCA-4) identifiziert und weisen keine Expression von myeloiden 
Markern auf. Unter homöostatischen Bedingungen zirkulieren die Zellen im Blut und den 
SLOs. Im Rahmen von Infektionen oder Tumorerkrankungen werden sie in die 
entsprechenden Gewebe rekrutiert und migrieren nach Aktivierung in die drainierenden 
Lymphknoten. Durch die gute Erkennung von Einzelstrang-RNA (ssRNA) bzw. unmethylierten 
CpG-Motiven der DNA über die Expression der TLRs 7 und 9 sind sie in der Lage, große 
Mengen antivirales Typ-I-Interferon zu produzieren, und können zusätzlich eine antivirale T-
Zell-Antwort induzieren. Aufgrund dieser funktionalen Kapazitäten kommt ihnen eine 
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Schlüsselrolle in der Virenabwehr zu (Siegal et al., 1999; Lande und Gilliet, 2010; Vermi et al., 
2011). 
MDCs exprimieren CD11c und weitere Marker, wie CD13 oder CD33, die ihre myeloide 
Herkunft bestätigen. Im Blut lassen sie sich in drei Subpopulationen unterteilen: CD141+ 
(BDCA-3), CD1c+ (BDCA-1) und CD16+ DCs. Die kleine Population der CD141+ Zellen 
zeichnet sich durch eine besonders gute funktionelle Kapazität zur Kreuzpräsentation von 
Antigenen aus. CD1c+ DCs lassen sich in zahlreichen Geweben nachweisen und stellen laut 
MacDonald et al. die potentesten Stimulatoren von T-Lymphozyten dar (MacDonald et al., 
2002; Piccioli et al., 2007; Schreibelt et al., 2010; McGovern et al., 2015). Die größte 
Population von mDCs im Blut repräsentieren jedoch die CD16+ DCs, zu denen die 
sogenannten 6-sulfo LacNAc+ (slan) DCs gezählt werden (Schäkel et al., 1998; MacDonald et 
al., 2002; Schäkel, 2009). 
SlanDCs als Vertreter der CD16+ mDCs wurden 1998 von Schäkel et al. zum ersten Mal 
mithilfe des M-DC8-Antikörpers aus dem Blut isoliert und machen ca. 0,6-2 % der peripheren 
mononukleären Blutzellen aus (Schäkel et al., 1998). Später erfolgte die Identifizierung des M-
DC8 Epitops als 6-sulfo LacNAc, eine Kohlenhydratmodifikation des „P-Selectin glycoprotein 
ligand“ (PSGL)-1 (Schäkel et al., 2002). Auf ihrer Oberfläche exprimieren sie 
charakteristischerweise die Fc-Rezeptoren CD16 und CD32 und die 
Anaphylatoxinrezeptoren C5aR und C3aR. Die Expression des Fc-III-Rezeptors (CD16) 
durch unreife slanDCs ermöglicht ihnen die Erkennung und Internalisierung von 
Immunkomplexen und vermittelt zusammen mit CD32 eine effiziente Antikörper-abhängige 
zelluläre Zytotoxizität (ADCC) (Schäkel et al., 2002; Schmitz et al., 2002; Dobel et al., 2013). 
SlanDCs zeigen zudem direkte zytotoxische Aktivität gegenüber Tumorzellen, vornehmlich 
basierend auf einer TNF- Produktion der DCs (Schmitz et al., 2005). Die Zellen besitzen ein 
starkes proinflammatorisches Potenzial: Bei Stimulation mit LPS übertreffen sie CD1c+ DCs 
und Monozyten in der Produktion von TNF-. Außerdem gelten sie als die Hauptproduzenten 
von IL-12 in der frühen Phase der Immunantwort und induzieren so eine TH1-Immunantwort 
mit IFN- Produktion (Schäkel et al., 2002; Schäkel et al., 2006). Zusätzlich verstärken 
slanDCs die Proliferation, IFN--Produktion und Zytotoxizität von NK-Zellen (Wehner et al., 
2009). Des Weiteren sind slanDCs potente Induktoren einer naiven CD4+-T-Zell-Antwort und 
sind in der Lage,  fremdantigen- oder tumorantigenspezifische CTLs durch die Aktivierung von 
CD8+ T-Zellen zu generieren (Schäkel et al., 1998; Schäkel et al., 2002; Wehner et al., 2011).  
SlanDCs wurden bereits in mehreren inflammatorischen Erkrankungen und im Rahmen von 
Tumorerkrankungen nachgewiesen. Hänsel et al. untersuchten die Zellen in der Dermis von 
Psoriasis-befallenen Hautarealen und zeigten, dass slanDCs im Blut CD1c+ DCs in der 
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Induktion krankheitsbestimmender TH1/TH17-Zellen durch die Produktion von IL-1, IL-6 und IL-
23 übertreffen (Hänsel et al., 2011). Auch in betroffenen Hautregionen im Rahmen der 
Autoimmunerkrankung Lupus erythematodes oder in entzündlich veränderten Darmarealen 
aufgrund einer „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD) konnte die Präsenz von Zytokin-
produzierenden slanDCs gezeigt werden (Hänsel et al., 2013; Sommer et al., 2014). Vermi et 
al. untersuchten slanDCs in Tumoren und Lymphknotenmetastasen und detektierten eine 
Akkumulation dieser DCs in den tumorbefallenen Lymphknoten. Im Gewebe der  
Primärtumoren war es ihnen allerdings nicht möglich, slanDCs in relevanter Anzahl 
nachzuweisen (Vermi et al., 2014). Kürzlich gelang jedoch Toma et al. der Nachweis einer 
Akkumulation von slanDCs sowohl in primären Nierenzellkarzinomen als auch in deren 
Lymphknoten- und Fernmetastasen. Die aus frischem Tumorgewebe isolierten slanDCs 
wiesen einen tolerogenen Phänotyp mit fehlenden kostimulatorischen Molekülen und einer 
Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 auf (Toma et al., 2015). 
1.3 Interaktion von Immunsystem und Tumor 
Auch Tumoren stehen unter der Kontrolle des Immunsystems. Schon früh entstand die 
Hypothese, dass langlebige Organismen ohne das schützende Immunsystems im Laufe des 
Lebens zahlreiche Tumoren entwickeln würden. Später wurde die Existenz von 
Tumorantigenen beschrieben, welche die Induktion einer antigenspezifischen adaptiven 
Immunantwort gegenüber Tumorzellen ermöglichen (Schreiber et al., 2011). Jedoch hat das 
Immunsystem nicht nur schützende Einflüsse, sondern kann über verschiedene Mechanismen 
auch ein Tumorwachstum fördern. Aus diesen Beobachtungen entwickelte sich die 
Immunoediting-Hypothese. Dieses Immunoediting geht mit Veränderungen der 
Immunogenität der Tumoren einher, d. h. der Eigenschaft eine Immunantwort in einem 
Organismus hervorzurufen. Es werden die Phasen Eliminierung, Equilibrium und „Escape“ 
unterschieden, welche nicht immer alle durchlaufen werden müssen und einer Beeinflussung 
durch externe Faktoren unterliegen können (Kim et al., 2007; Schreiber et al., 2011). 
In der Phase der Eliminierung wird die Präsenz von entstehenden Tumoren erkannt und es 
erfolgt eine Abtötung maligne transformierter Zellen durch ein Zusammenspiel des 
angeborenem und adaptiven Immunsystems, bevor die Tumoren überhaupt klinisch 
nachweisbar erscheinen (Kim et al., 2007; Schreiber et al., 2011). Eine effektive Tumor-
gerichtete Immunantwort basiert auf der Präsentation von Tumorantigenen durch DCs mit 
resultierender Induktion einer T-Lymphozyten-Antwort (Banchereau und Palucka, 2005; 
Dhodapkar et al., 2008). Das Immunsystem kann sowohl auf tumorspezifische Antigene 
reagieren, z. B. Produkte mutierter Genabschnitte, als auch auf körpereigene Proteine, welche 
in den Tumorzellen überexprimiert werden oder eine abweichende posttranslationale 
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Modifikation durchlaufen haben (Finn, 2008). Durch fehlende MHC-Klasse-I-Moleküle auf der 
Oberfläche der Tumorzellen oder der Hochregulierung von Proteinen wie „MHC class I chain-
related antigen“ (MIC)A/MICB, welche als Liganden für den aktivierenden NKG2D-Rezeptor 
auf NK-Zellen fungieren, können Tumorzellen von NK-Zellen erkannt und eine Apoptose 
induziert werden (Long, 2002; Trapani und Smyth, 2002). Die sterbenden Zellen oder 
Zellfragmente können anschließend von DCs phagozytiert und T-Lymphozyten präsentiert 
werden (Ferlazzo und Morandi, 2014). Zusätzlich fördern die NK-Zellen Aktivierung und 
Ausreifung der DCs durch die Produktion von Zytokinen wie IFN-(Wehner et al., 2011). Auch 
durch Sauerstoff- und Nährstoffmangel im Tumorzentrum oder chemotherapeutische 
Reagenzien sterben Tumorzellen. Zelltod ist jedoch nicht immer immunogen, d. h. stellt nicht 
immer die benötigten Gefahrensignale zur Aktivierung von DCs bereit, sodass eine Toleranz 
gegenüber Tumorzellen induziert wird. Sterbende Tumorzellen und durch invasives Wachstum 
geschädigtes Gewebe können DAMPs wie HMGB1, Hitzeschockproteine, Purinmetabolite 
oder Hyaluronsäurefragmente freisetzen, welche von Rezeptoren auf DCs erkannt werden und 
zu deren Ausreifung führen (Garg et al., 2014; Gamrekelashvili et al., 2015). DCs sind in der 
Lage, Tumorantigene nicht nur auf MHC-Klasse-II-Molekülen, sondern auch auf MHC-Klasse-
I-Molekülen T-Lymphozyten zu präsentieren. Diese Kreuzpräsentation ist erforderlich für die 
Generierung von CTLs zur antigenspezifischen Lyse von Tumorzellen (Dhodapkar et al., 2008; 
Palucka et al., 2011; Dudek et al., 2013). CD4+ T-Zellen fördern die Differenzierung und 
Expansion von CTLs, aktivieren Makrophagen und können zudem auch selbständig 
Tumorzellen abtöten (Hung et al., 1998; Quezada et al., 2010). Die Aktivierung von CD4+ und 
CD8+ T-Lymphozyten erfolgt in den Tumor-drainierenden Lymphknoten oder in sogenannten 
tertiären lymphoiden Strukturen (TLS), welche einen alternativen Ort für die Generierung einer 
Tumor-gerichteten Immunantwort darstellen können (Goc et al., 2013). Außerdem können die 
DCs die Eliminierung von Tumoren über die Unterstützung von NK-Zellen und ein eigenes 
tumorizides Potential durch Sekretion von TNF- oder kontaktabhängig z. B. über FAS-FAS-
Ligand-Interaktion fördern (Schmitz et al., 2005; Tel et al., 2014).  
Tumorzellen, welche diese Abwehrmechanismen überleben, werden nun im sogenannten 
Equilibrium vom Immunsystem in einem kontrollierten Zustand gehalten. Diese Phase kann 
mehrere Jahrzehnte andauern bis zu einem erneuten Wachstum oder dem Auftreten von 
Metastasen. Resultierend aus dem andauernden Immunselektionsdruck während dieses 
Equilibriums können einige Tumorzellen sogenannte „Tumor-Escape“-Strategien entwickeln, 
mit deren Hilfe sie der Erkennung und Abwehr des Immunsystems entkommen (Kim et al., 
2007; Schreiber et al., 2011). Auf Tumorzellebene kann es z. B. zu einem Verlust der 
Präsentation von Antigenen kommen und dadurch zu einer verminderten Erkennung der 
Zellen durch CTLs (Leone et al., 2013).  
  Einleitung 
10 
 
Eine Tumor-induzierte Immunsuppression resultiert jedoch nicht in einer allgemeinen 
Defizienz des Immunsystems, sondern in einer selektiven Unterdrückung von verschiedenen 
Komponenten der Tumor-gerichteten Immunantwort und bedient sich dabei teilweise 
Strategien, welche normalerweise vom Immunsystem zur Verhinderung überschießender 
Immunreaktionen oder zur Beendung einer Immunantwort  nach Eliminierung der Pathogene 
eingesetzt werden (Whiteside, 2009). So wirkt die Expression koinhibitorischer Moleküle wie 
PD1-L (B7-H1) auf Tumorzellen und ihre Interaktion mit dem Rezeptor PD1 inhibierend auf die 
Funktion von CTLs (Seliger und Quandt, 2012). Alternativ können die Tumorzellen die 
Ausbildung eines immunsuppressiven Mikromilieus durch Sekretion immunsuppressiver 
Zytokine und Enzyme wie „vascular endothelial growth factor“ (VEGF), TGF-, IL-10 und 
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) oder durch Rekrutierung immunsuppressiver Immunzellen 
wie Tregs oder „myeloid derived suppressor cells“ (MDSCs) fördern (Vesely et al., 2011). Tregs 
inhibieren Proliferation und Funktion von CTLs und MDSCs können ebenfalls Tregs induzieren 
und die Funktion von Effektor-T-Zellen unterdrücken (Whiteside, 2009; Facciabene et al., 
2012). Verschiedene lösliche Faktoren, die von Tumorzellen und Tregs sezerniert werden, 
können zudem die Funktion und Ausreifung von DCs inhibieren. Als Folge stehen zu wenig 
reife DCs zur Induktion einer effektiven Tumor-gerichteten Immunantwort zur Verfügung. Die 
unreifen DCs präsentieren Tumorantigene ohne kostimulatorische Moleküle und induzieren 
damit Toleranz gegenüber Tumorzellen. Unreife DCs sind außerdem in der Lage, Tregs zu 
generieren (Gabrilovich, 2004; Dhodapkar et al., 2008; Dudek et al., 2013). 
1.4 Infiltration von Tumoren durch Immunzellen 
Ausgehend von ihrer intensiven Interaktion mit dem Immunsystem wachsen Tumoren 
umgeben von einem Netzwerk aus Blut- und Lymphgefäßen, Fibroblasten, Zytokinen, 
Chemokinen und Tumor-infiltrierenden Immunzellen. Diese Immuninfiltrate haben einen stark 
heterogenen Charakter abhängig vom Tumortyp. Jedes dieser Elemente des Mikromilieus 
kann das Fortschreiten der Tumorerkrankung sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. 
Das Tumorinfiltrat setzt sich aus verschiedenen Arten von Immunzellen zusammen: 
Makrophagen, DCs, NK-Zellen, Mastzellen, naive B- und T-Lymphozyten, sowie deren 
Effektor-Subpopulationen und Gedächtniszellen. Die Zellen können sowohl im Tumorzentrum, 
im invasiven Randbereich als auch in Tumor-assoziierten TLS lokalisiert sein (Fridman et al., 
2012; Fridman et al., 2014). 
Im Verlauf der Entwicklung eines Tumors aus einer präkanzerösen „in situ“ Läsion hin zu 
invasivem Wachstum und Metastasierung verändert sich auch die Zusammensetzung des 
Immunzellinfiltrats. Zunächst ist das Mikromilieu geprägt von einer Tumor-gerichteten 
Immunantwort mit M1-Makrophagen, NK-Zellen, TH1, TH17 und CTLs, assoziiert mit einer 
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starken Expression von Zytokinen wie IL-12, IFN- und induzierbarer NO-Synthase. Mit 
zunehmender Invasion der malignen Zellen erfolgt ein Wechsel zu vermehrter Infiltration mit 
Tumorwachstum fördernden M2-Makrophagen, Tregs und TH2-Zellen in einer verstärkt von 
Immunsuppression und Neovaskularisierung geprägten Umgebung. Die Tumorzellen tragen 
dazu mit der Sekretion von immunsuppressiven und proangiogenetischen Botenstoffen wie 
VEGF und dem Anlocken von immunsuppressiven MDSCs durch Chemokine bei. Auch in 
Metastasen kann eine Immunzellinfiltration nachgewiesen werden, welche häufig 
Ähnlichkeiten mit dem Infiltrat des Primärtumors aufweist (Fridman et al., 2014). 
In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass infiltrierende CD3+ T-Lymphozyten, CTLs und 
Gedächtnis-T-Lymphozyten in vielen Tumoren, z. B. im kolorektalen Karzinom (KRK), 
Melanom oder Mammakarzinom, mit verlängertem krankheitsfreien und/oder 
Gesamtüberleben assoziiert sind. Das Nierenzellkarzinom stellt dabei eine Ausnahme dar 
(Pages et al., 2005; Galon et al., 2006; Pages et al., 2009; Fridman et al., 2012). Im Falle von 
CD4+ T-Zellen werden die einzelnen Subpopulationen bezüglich klinischer Bedeutung getrennt 
betrachtet. Tregs wurden in verschiedenen Veröffentlichungen sowohl mit einer schlechten 
Prognose als auch mit verlängertem Überleben verknüpft (Fridman et al., 2012). Im KRK wurde 
eine Infiltration mit FOXP3+ Tregs in mehreren Veröffentlichungen als unabhängiger Marker für 
verlängertes krankheitsfreies Überleben identifiziert (Salama et al., 2009; Frey et al., 2010). 
Möglich wären verschiedene Funktionen abhängig vom Mikromilieu: die Blockade von 
wachstumshemmenden Effekten oder die Unterdrückung tumorfördernder chronischer 
Entzündungsprozesse (Fridman et al., 2012). Auch die Bedeutung von TH2- und TH17-Zellen 
in der Tumorprogression ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. Tosolini et al. zeigten, 
dass eine hohe Dichte von TH17-Zellen im KRK mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. 
TH2-Zellen konnte in ihrer Studie jedoch keine prognostische Relevanz zugeschrieben werden 
(Tosolini et al., 2011). Im Gegensatz dazu wurden TH1-Zellen bisher in zahlreichen 
Tumorentitäten mit einem starken Überlebensvorteil assoziiert (Tosolini et al., 2011; Fridman 
et al., 2012; Fridman et al., 2014). Zudem bietet eine intensive intratumorale Infiltration mit 
CD57+ NK-Zellen im KRK einen Überlebensvorteil (Coca et al., 1997), ebenso konnte eine 
verbesserte Prognose bei einer Infiltration mit Makrophagen gezeigt werden (Forssell et al., 
2007; Edin et al., 2013). 
1.5 Kolonkarzinome 
Der Begriff des KRKs umfasst die epithelialen Tumoren des gesamten Kolon- und 
Rektumabschnittes des Darms. Mit ca. 1,4 Millionen Diagnosen und über 690.000 Todesfällen 
im Jahr 2012 weltweit, ist das KRK die dritthäufigste Krebsart bei Männern und die 
zweithäufigste Tumordiagnose bei Frauen (Torre et al., 2015). Die höchsten Inzidenzen finden 
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sich in Australien, Neuseeland, Nordamerika und Europa in Assoziation mit dem sogenannten 
„western lifestyle“, die geringsten Erkrankungsraten lassen sich in Afrika, Südasien und 
Zentralasien nachweisen. Männer erkranken signifikant häufiger als Frauen und das 
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter (Torre et al., 2015). Die 5-Jahres-
Überlebensrate beim KRK liegt im Durchschnitt bei 64 % und variiert von 90 % bei Detektion 
im Frühstadium bis weniger als 12 %, wenn bei Diagnosestellung bereits Fernmetastasen 
vorliegen (Siegel et al., 2012). 
Als Risikofaktoren für diese Tumorerkrankung gelten u. a. eine positive Familienanamnese, 
entzündliche Darmerkrankungen, Nikotinabusus, körperliche Inaktivität, Übergewicht, häufiger 
Genuss von rotem Fleisch und exzessiver Alkoholkonsum (Brenner et al., 2014). Klinisch 
können die Tumoren durch eine Hämatochezie (Auftreten von frischem Blut im Stuhl) oder 
eine Anämie aufgrund kontinuierlicher oder intermittierender Karzinomblutungen in 
Erscheinung treten. Ein Großteil der Neoplasien bleibt jedoch lange Zeit asymptomatisch und 
wird meist im Rahmen von Screening-Untersuchungen entdeckt. Unspezifische Symptome 
umfassen Veränderung der Stuhlgewohnheiten, Leistungsminderung, Fieber, Gewichtsverlust 
oder abdominale Schmerzen. Bei weit fortgeschrittenen Karzinomen kann eine 
Ileussymptomatik im Vordergrund stehen (Herold, 2015). 
Primäre Präventionsstrategien schließen die Eliminierung von Risikofaktoren ein, zusätzlich 
werden die Einnahme von Aspirin, eine Hormonersatztherapie oder Vitamin D als 
vorbeugende Maßnahmen, besonders für Risikogruppen, diskutiert. Aufgrund der guten 
Überlebensraten bei frühzeitiger Diagnosestellung spielt eine sekundäre Prävention in Form 
von Screening-Untersuchungen beim KRK eine wichtige Rolle. Für regelmäßige Stuhltests auf 
okkultes Blut und Koloskopien mit Polypektomie oder flexible Sigmoidoskopien wurde eine 
deutliche Reduktion von Inzidenz und Mortalität nachgewiesen. Diese Untersuchungen 
werden daher in vielen Ländern inklusive Deutschland für Männer und Frauen mit 
durchschnittlichem Erkrankungsrisiko ab dem 50. Lebensjahr empfohlen (Hewitson et al., 
2008; Brenner et al., 2011; Qaseem et al., 2012). 
1.5.1 Entwicklung, Charakteristika und Klassifikation kolorektaler Karzinome 
95 % aller bösartigen Tumoren des menschlichen Darms sind epitheliale Neubildungen des 
Kolon und Rektums, in anderen Darmabschnitten sind diese Karzinome nur vereinzelt 
anzutreffen. Viel seltener als KRKs sind neuroendokrine Neoplasien der Darmschleimhaut, 
maligne Entartungen der glatten Muskulatur (Leiomyosarkome) oder gastrointestinale 
Stromatumoren. Zusätzlich ist die Ausprägung von Lymphomen als maligne Neubildungen des 
lymphatischen Gewebes des Darms möglich (Bosman, 2010).  
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Die meisten Karzinome sind im Bereich des Colon sigmoideum und des Rektums lokalisiert, 
mit zunehmendem Alter nimmt jedoch der Anteil proximal gelegener Tumoren zu. Histologisch 
handelt es sich bei den Tumoren epithelialen Ursprungs zu 90% um Adenokarzinome in 
verschiedenen histopathologischen Varianten, d. h. aus dem Drüsengewebe des 
Darmepithels hervorgegangene bösartige Neubildungen. Neben Adenokarzinomen werden 
noch seltenere epitheliale Neoplasien, wie spindelzellige oder adenosquamöse Karzinome, 
und eine hochgradig undifferenzierte Form unterschieden (Bosman, 2010).  
Die molekulare Pathogenese der Karzinome aus unterschiedlichen Vorläuferläsionen stellt 
einen sehr heterogenen Prozess dar. Ein Großteil der Tumoren entsteht über einen Zeitraum 
von mehr als zehn Jahren aus dysplastischen Adenomen der Mukosa über die sorgfältig 
charakterisierte Adenom-Karzinom-Sequenz, einer Akkumulation von Mutationen in 
Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen nach dem klassischen mehrstufigen Modell der 
Karzinogenese. Ein frühes Schlüsselereignis in dieser Sequenz ist die Mutation des 
„adenomatous-polyposis-coli“-Gens. Es folgen u. a. aktivierende KRAS-Mutationen und die 
Inaktivierung des Tumorsuppressors p53. Begleitet werden diese Mutationen häufig von einer 
chromosomalen Instabilität, d. h. Veränderungen in Anzahl und Struktur der zellulären 
Chromosomen (Fearon, 2011; Brenner et al., 2014). Rund 30 % der Karzinome entwickeln 
sich aus serratierten Vorläuferläsionen, wie z. B. dem sessil serratierten Adenom, und weisen 
zum Teil eine prognostisch günstige Mikrosatelliteninstabilität (MSI) durch 
Promotormethylierung von sogenannten „mismatch repair“-Genen, verantwortlich für DNA-
Reparaturen, auf (Bettington et al., 2013). 
Während die meisten Karzinome sporadisch entstehen, entwickeln sich ca. 2-5 % der 
Tumoren auf Grundlage hereditärer Erkrankungen. Zu diesen Erkrankungen zählen das 
Lynch-Syndrom (hereditäres non-polypöses kolorektales Karzinom), die familiäre 
adenomatöse Polyposis, die MUTHY-assoziierte Polyposis und verschiedene hamartomatöse 
Polyposis-Syndrome. Zusätzlich zu diesen eng umschriebenen genetischen Syndromen 
weisen bis zu einem Drittel aller Karzinome eine familiäre Häufung auf (Jasperson et al., 2010). 
Die Einteilung der Karzinome erfolgt anhand der TNM-Klassifikation (Tabelle 1) nach lokaler 
Invasionstiefe (T), Lymphknotenbefall (N) und dem Auftreten von Fernmetastasen (M). Die 
einzelnen Merkmale werden in vier Stadien der „union internationale contre le cancer“ (UICC)-
Klassifikation zusammengefasst (Tabelle 2), welche die Grundlage therapeutischer 
Entscheidungen bildet und prognostische Aussagen erlaubt (Bosman, 2010; Sobin et al., 
2010). Auch molekularpathologische Charakteristika ermöglichen Prognoseschätzungen und 
Aussagen bzgl. des therapeutischen Ansprechens. Eine Defizienz von DNA-Reparatur-
Enzymen führt zu zahlreichen Insertionen und Deletionen in Mikrosatelliten entlang des 
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gesamten Genoms. Diese daraus resultierende MSI ist mit einer besseren Prognose als ein 
stabiler Status assoziiert (Popat et al., 2005). Dazu trägt u. a. das verstärkte Immunzellinfiltrat, 
besonders durch Tumor-infiltrierenden Lymphozyten, bei. Dieses weist auf eine intensive 
Tumor-gerichtete Immunantwort hin, wahrscheinlich resultierend aus einem großen Angebot 
von Antigenen, generiert durch Leserasterverschiebungen aufgrund der variierenden Längen 
der Mikrosatelliten (Dolcetti et al., 1999; Schwitalle et al., 2008). Auch unabhängig vom 
Mikrosatellitenstatus haben sich Art, Dichte und Lokalisation Tumor-infiltrierender 
Immunzellen im KRK als prognostisch relevant erwiesen. Auf Basis dieser Beobachtungen 
findet derzeit die Etablierung des sogenannten Immunoscores als neues Werkzeug zur 
Klassifikation von KRKs statt (Galon et al., 2006; Galon et al., 2014). Ein bisher entwickeltes 
Modell basiert auf der Quantifizierung von verschiedenen Lymphozyten-Populationen 
(CD3/CD45RO, CD3/CD8 oder CD8/CD45RO) sowohl im Tumorzentrum als auch im 
invasiven Randbereich und wurde bisher an zwei großen unabhängigen Kohorten von KRK-
Fällen angewendet. Bisher konnte eine Überlegenheit des Immunoscores gegenüber der 
bisher verwendeten TNM/UICC-Klassifikation des KRKs (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2) 
bezüglich prognostischer Relevanz gezeigt werden. Dies würde bedeuten, dass weniger 
Charakteristika des Tumors selbst, als vielmehr das Immunzellinfiltrat eine entscheidende 
Rolle in der Vorhersage von Rezidiven und dem Auftreten von Metastasen und damit dem 
Gesamtüberleben spielen. Der individuelle Wert liegt zwischen Immunoscore 0 bei einer 
geringen Infiltration beider Regionen und damit schlechter Prognose und 4 mit einer hohen 
Dichte der beiden Lymphozyten-Populationen und guter Prognose. In frühen Tumorstadien 
wird derzeit als alleinige Therapie eine OP durchgeführt, liegt jedoch ein niedriger 
Immunoscore vor, könnten diese Betroffenen dennoch von einer adjuvanten Therapie 
profitieren. Auch eine Evaluierung des Immunzellinfiltrats zur Vorhersage des Ansprechens 
auf eine Therapie wäre wünschenswert (Galon et al., 2012; Galon et al., 2014). 
1.5.2 Therapieansätze des Kolonkarzinoms 
Die Therapieentscheidung erfolgt auf Basis der Zuordnung der Tumorerkrankung in ein UICC-
Stadium anhand der Eigenschaften des Primärtumors und einer möglicherweise 
stattgefundenen Metastasierung. Für dieses „Staging“ sollte mindestens eine komplette 
Koloskopie, die Bestimmung des Tumormarkers „carcinoembryonic antigen“ (CEA), eine 
Abdomensonografie zur Detektion möglicher Lebermetastasen und ein Röntgen-Thorax zum 
Ausschluss von Lungenmetastasen erfolgen (Engstrom et al., 2009; Labianca et al., 2013; Pox 
et al., 2014). 
Die kurative chirurgische Therapie nicht-metastasierter Kolonkarzinome besteht in der offenen 
oder laparoskopischen en-bloc-Resektion des tumortragenden Kolonabschnitts mit kompletter 
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mesokolischer Exzision, d. h. mit Entfernung des die Tumor-drainierenden Lymphknoten 
enthaltenden Mesenteriums. Lokalisationsabhängig erfolgt also eine Hemikolektomie rechts 
bzw. links, eine Resektion des Colon transversums oder eine Sigmaresektion, jeweils mit  
Ligatur der versorgenden Arterienäste aus der Arteria mesenterica superior bzw. inferior 
(Labianca et al., 2013; Pox et al., 2014).  
Tabelle 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 
T – Primärtumor 
Tx keine Informationen über lokale Tumorinfiltration verfügbar 
T0 kein Hinweis auf einen Primärtumor vorhanden 
Tis Carcinoma in situ (Tumorzellen intraepithelial nachweisbar oder Invasion der 
Lamina propria) 
T1 Tumor infiltriert die Submukosa 
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria 
T3 Tumor infiltriert die Subserosa oder nicht peritonealisiertes perikolisches oder 
perirektales Gewebe 
T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert direkt in andere 
Organe oder Strukturen 
N – regionale Lymphknoten 
Nx keine Aussagen über Metastasen in regionalen Lymphknoten möglich 
N0 keine regionalen Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastasen in 1-3 regionalen Lymphknoten 
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionalen Lymphknoten 
M – Fernmetastasen 
Mx keine Aussagen über Fernmetastasen möglich 
M0 keine Fernmetastasen vorhanden 
M1 Fernmetastasen vorhanden 
modifiziert nach (Bosman, 2010) 
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Tabelle 2: UICC-Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms 
Stadium T N M 
0 Tis N0 M0 
I T1, T2 N0 M0 
II T3, T4 N0 M0 
III jedes T N1, N2 M0 
IV jedes T jedes N M1 
modifiziert nach (Bosman, 2010) 
Eine anschließende adjuvante Chemotherapie ist bei Lymphknotenbefall (UICC-Stadium III) 
indiziert und kann im Stadium UICC II nach individueller Risikoeinschätzung ebenfalls erwogen 
werden. Die adjuvante Therapie erfolgt meist nach dem „FOLFOX“-Schema, bestehend aus 
den Zytostatika Oxaliplatin und 5-Fluorouracil und dem Folsäuremetabolit Folinsäure 
(Labianca et al., 2013; Pox et al., 2014). 
Bei rund 20 % der KRK-Erstdiagnosen liegen bereits Fernmetastasen vor. Die Metastasierung 
des KRKs erfolgt zunächst lymphatisch in die perikolisch gelegenen Lymphknoten und 
schreitet entlang der radiär angeordneten Arterien fort bis zu den zentralen, am Arterienstamm 
lokalisierten Lymphknoten. Zudem kann sich durch lokale Tumorzellabsiedlung eine 
Peritonealkarzinose ausbilden. Von einer späteren hämatogenen Tumorzellaussaat sind am 
häufigsten die Leber und die Lunge betroffen. Seltener treten Knochen- oder Hirnmetastasen 
auf (Brenner et al., 2014). Wichtige Entscheidungskriterien zur Planung einer Chemotherapie 
stellen hier auch der Allgemeinzustand, die Organfunktion und Begleiterkrankungen dar. Bei 
weit fortgeschrittener Erkrankung mit irresektablen Metastasen liegt eher eine palliative 
Therapieintention mit Focus auf Lebensqualität und Symptomkontrolle vor. Für die 
medikamentöse Behandlung stehen Monotherapien mit 5-FU oder Kombinationsschemata 
aus 5-FU, Folinsäure, Oxaliplatin oder dem Zytostatikum Irinotecan zur Verfügung. Außerdem 
finden monoklonale Antikörper in verschiedenen Kombinationen mit eben genannten 
Chemotherapeutika Anwendung (van Cutsem et al., 2014; Pox et al., 2014): Cetuximab und 
Panitumumab binden und blockieren den „epidermal growth factor receptor“ (epidermaler 
Wachstumsfaktor-Rezeptor), ein Protein aus der Familie der transmembranösen 
Proteinkinase-Rezeptoren, welcher die Wirkungen des Wachstumsfaktors „epidermal growth 
factor“ (epidermaler Wachstumsfaktor) vermittelt. Ein weiterer Wachstumsfaktor, der „vascular 
endothelial growth factor“ (VEGF) kann durch den monoklonalen Antikörper Bevacizumab 
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neutralisiert werden und trägt eine Schlüsselfunktion in der Gefäßversorgung von Tumoren 
(Arnold und Seufferlein, 2010). 
Immuntherapeutische Ansätze sollen das menschliche Immunsystem zur Bekämpfung des 
Tumors mobilisieren (Couzin-Frankel, 2013; Markman und Shiao, 2015). Eine 
Herangehensweise ist die Verstärkung der Tumor-gerichteten Immunantwort durch 
Vakzinierungen mit Tumorzelllysaten oder Peptiden,  immunstimulatorische Zytokine (z. B. 
IFN oder „granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“) oder durch adoptiven 
Immunzelltransfer von CTLs oder NK-Zellen. Andere Ansätze haben die immunsuppressiven 
Mechanismen des Tumors als Ziel, z. B. die sogenannten „checkpoint“-Inhibitoren wie 
Antikörper gegen CTLA-4, PD-1 oder PD-1L (Markman und Shiao, 2015). Auch einige der 
bereits regelmäßig eingesetzten Therapiemethoden wirken immunmodulatorisch wie z. B. 
bestimmte Chemotherapeutika durch die Induktion von immunogenem Zelltod oder VEGF-
Inhibitoren über die Reduktion Tumor-induzierter Tregs (Pernot et al., 2014).  
DCs spielen eine zentrale Rolle in der Aktivierung von tumorspezifischen T-Lymphozyten, 
indem sie sowohl Tumorantigene in prozessierter Form als auch die benötigten 
kostimulatorischen Signale zur Verfügung stellen. Daher liegt es nahe, auch DCs für 
Tumorvakzinierungen in Erwägung zu ziehen (Dhodapkar et al., 2008; Palucka und 
Banchereau, 2013). Die DCs werden dafür ex vivo mit synthetischen Peptiden von bekannten 
Tumorantigenen, Tumorzelllysaten oder apoptotischen Tumorzellen beladen. Eine weitere 
Möglichkeit ist die direkte Mobilisierung von DCs in vivo (im Tumor oder in lymphatischen 
Geweben) durch Applikation von bestrahlten Tumorzellen oder von Tumorantigen-
gekoppelten monoklonalen Antikörpern, welche gegen Antigenaufnahme-Rezeptoren auf der 
Oberfläche von DCs gerichtet sind. Die so präparierten DCs sollen nach Injektion in die T-Zell-
Zonen von SLOs migrieren und dort eine adaptive Tumor-gerichtete Immunantwort induzieren 
(Lesterhuis et al., 2006; Steinman und Banchereau, 2007; Palucka und Banchereau, 2012; 
Markman und Shiao, 2015). DC-basierte KRK-Vakzinierungen wurden bisher z. B. mit CEA 
getestet und führten dort zu einer detektierbaren antigenspezifischen T-Zell-Antwort 
(Lesterhuis et al., 2006; Lesterhuis et al., 2010).  
1.6 Zielstellung 
Das Kolonkarzinom ist gekennzeichnet durch ein vielfältiges Immunzellinfiltrat. Die Bedeutung 
einzelner Immunzell-Populationen, wie CD8+ T-Lymphozyten und die verschiedenen 
Subpopulationen von CD4+ T-Lymphozyten, wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht. 
Dabei ist eine dichte Infiltration mit CD3+, CD45RO+ oder CD8+ Lymphozyten mit einer guten 
Prognose unabhängig vom UICC-Stadium assoziiert. Dieses Immunzellinfiltrat könnte im 
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Rahmen des derzeit in Etablierung befindlichen Immunoscores in die Klassifikation von KRKs 
eingebunden werden und eine zunehmende Rolle in therapeutischen Entscheidungen spielen. 
Weniger hingegen ist bekannt über infiltrierende native DCs in Kolonkarzinom-Geweben, 
insbesondere verschiedene DC-Subpopulationen. Bisherige Veröffentlichungen verwendeten 
Marker wie S-100, HLA-DR oder CD83 um DCs im Kolonkarzinom nachzuweisen. Diese 
Oberflächenstrukturen sind jedoch weder auf DCs beschränkt, noch spezifisch für eine 
bestimmte Subpopulation. 
SlanDCs stellen eine myeloide Subpopulation von DCs mit starker proinflammatorischer 
Kapazität dar. Sie sind in der Lage große Mengen TNF-, IL-12 oder IL-23 zu produzieren und 
können tumorspezifische CTLs induzieren. Zudem unterstützen sie NK-Zellen und besitzen 
die Fähigkeit, über verschiedene Mechanismen Tumorzellen zu lysieren. Diese Eigenschaften 
lassen eine wichtige Rolle von slanDCs in der Induktion einer Tumor-gerichteten 
Immunantwort vermuten. Bisher wurde die Akkumulation von slanDCs in 
Lymphknotenmetastasen beschrieben, in Primärtumoren konnten die Zellen laut dieser 
Veröffentlichung nicht in relevanter Frequenz detektiert werden. Kürzlich wurden slanDCs 
jedoch mittels immunhistochemischer Färbungen in Nierenzellkarzinom-Geweben 
nachgewiesen. Eine erhöhte Frequenz mit diesen DCs konnte mit einer schlechten Prognose 
assoziiert werden. In Untersuchungen von slanDCs, welche aus frisch operierten 
Nierenzellkarzinomen isoliert wurden, wiesen die Zellen einen tolerogenen Phänotyp auf. 
Um neue Erkenntnisse hinsichtlich des Vorkommens und des Phänotyps von slanDCs im 
Kolonkarzinom zu gewinnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals slanDCs in 
entsprechenden Tumorgeweben und in korrespondierenden tumorfreien Kolon-Geweben 
untersucht. Vergleichend erfolgte zudem eine Analyse der pDC-Infiltration von Kolonkarzinom-
Geweben. Dafür wurden vielfältige immunhistochemische Färbungen an Präparaten eines 
Patientenkollektivs vorgenommen, um Aussagen über die Frequenz der infiltrierenden 
slanDCs zu treffen und die Expression des Oberflächenmarkers CD83 und der Zytokine IL-23 
und TNF- zu untersuchen. Des Weiteren wurde eine Kolokalisation mit anderen Tumor-
infiltrierenden Immunzellen analysiert. Die erhobenen Daten bieten eine Grundlage für ein 
Verständnis der Rolle von slanDCs im Kolonkarzinom und könnten einen Beitrag zur 
Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien leisten. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
„Aqua ad iniectabilia“ (Aqua bidestillata) Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
 
Eindeckmedium (Alkalische Phosphatase 
(AP)-Färbungen) 
Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
„AKLIDES ANA plus, mount“ 
(Eindeckmedium, Fluoreszenzfärbungen) 
 
Medipan GmbH, Dahlewitz, Deutschland 
 
Ethanol (96 %-ig und 80 %-ig, vergällt) Berkel AHK, Ludwigshafen, Deutschland 
Ethanol (absolut, vergällt) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Hämalaunlösung nach Mayer Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Xylol VWR International S.A.S., Fontenay-sous-
Bois, Frankreich 
2.1.2 Lösungen und Puffer 
Verdünnungspuffer (AP-Färbung) Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
Deutschland 
 
Verdünnungspuffer (Fluoreszenzfärbung) Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
Waschpuffer (AP- und Fluoreszenzfärbung) 
1l Lösung:  
50ml Waschpuffer 
950ml Aqua destillata 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
Deutschland 
 
„heat induced epitope retrieval“ (HIER) 
Zitratpuffer (AP- und Fluoreszenzfärbung) 
100ml Lösung: 
10ml  Zitratpuffer 
90ml Aqua destillata 
Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
Deutschland 
 
2.1.3 Testkitsysteme 
EnVision™ G|2 System/AP, Rabbit/Mouse Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
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2.1.4 Antikörper zur Detektion von Oberflächenmolekülen 
Maus Anti-human 6-sulfo LacNAc Institut für Immunologie, Medizinische 
Fakultät, Technische Universität, Dresden, 
Deutschland 
 
Maus Anti-human CD303 Dendritics, Lyon, France 
Kaninchen Anti-human TNF- Abcam®, Cambridge, UK 
Kaninchen Anti-human IL23 P19   Abcam®, Cambridge, UK 
Maus Anti-human CD83 Abcam®, Cambridge, UK  
 
Ziege Anti-human CD4 R&D Systems, Inc., Minneapolis, 
Minnesota, USA 
 
Kaninchen Anti-human CD3 Abcam®, Cambridge, UK  
 
Maus Anti-human CD20  Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
Ziege Anti-human CD20 Everest Biotech Ltd, Oxfordshire, UK 
Ziege F(ab’)2  Anti-Maus IgM Biotin Southern Biotech , Birmingham, Alabama 
35209, USA 
 
Ziege F(ab’)2  Anti-Kaninchen IgG AF488 Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Ziege F(ab’)2  Anti-Kaninchen IgG AF633 Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Ziege Anti-Maus IgG (H+L) AF488  Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Esel Anti-Ziege IgG  (H+L) AF488   Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Esel Anti-Ziege IgG (H+L) AF594 Abcam®, Cambridge, UK  
 
Streptavidin AF546 Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
2.1.5 Seren 
normales Mausserum Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
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2.1.6 Geräte 
Wärmeschrank Memmert GmbH und Co. KG, Schwabach, 
Deutschland 
 
Feuchte Kammer Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland 
Kompaktes Fluoreszenzmikroskop HS 
BZ9000E (BIOREVO) 
 
Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg, Deutschland 
Axio Scan.Z1 Slidescanner 
 
Carl Zeiss, Deutschland 
Werkbank  Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
 
Dampftopf Braun GmbH, Deutschland 
2.1.7 Sonstige Materialien 
Costar Stripette (Serologische Pipetten: 
5ml; 10ml; 25ml) 
 
Corning Incorporated, Corning, NY, USA 
Eppendorf Reaktionsgefäße (0,5ml; 1,5ml; 
2,5ml) 
 
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
Pipettensatz (0,1-2 µl; 0,5-10 µl; 2-20 µl; 10-
100 µl; 50-250 µl; 200-1000 µl) 
 
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
 
Pipettierhilfe Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
Deckgläser Engelbrecht GmbH, Edermünde, 
Deutschland 
 
Filterpapier Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
  
Glaswaren Brand GmbH und Co. KG, Wertheim, 
Deutschland 
 
Handschuhe Kimberly-Clark, Rosewell, USA 
2.1.8 Gewebeproben 
Für den Nachweis und die Phänotypisierung nativer slanDCs und pDCs in Kolonkarzinom-
Geweben und tumorfreien Kolon-Geweben wurden Gewebeproben operativ entfernter 
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Karzinome bzw. die tumorfreien Resektionsränder in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet 
und anschließend auf Objektträger überführt. Die fertigen Präparate wurden dem Institut für 
Immunologie durch das Institut für Pathologie (Dr. Ulrich Sommer und Prof. Dr. Gustavo 
Baretton) zur Verfügung gestellt. Die pathologischen Charakteristika des Patientenkollektivs 
sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 
Tabelle 3: Pathologische Charakteristika des Patientenkollektivs 
Alter bei OP in Jahren, Median (Spannweite) 70 (44–96) 
Merkmale Patientenanzahl 
Geschlecht (n / %) 
  weiblich 
  männlich 
 
23 / 48,9 % 
24 / 51,1 % 
T – Tumorgröße (n / %) 
  T1/2 
  T3/4 
 
25 / 53,2 % 
22 / 46,8 % 
N – Lymphknotenstatus (n / %) 
  N0 
  N1 
 
29 / 61,7 % 
18 / 38,3 % 
M – Fernmetastasen (n / %) 
  M0 
  M1 
 
44 / 93,6 % 
3 / 6,3 % 
Histopathologisches Grading (n / %) 
  G1/2 
  G3/4 
 
20 / 42,6 % 
27 / 57,4 % 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Vorbereitung der Gewebeproben zur Immunmarkierung 
Für die indirekte Immunmarkierung wurden die formaldehydfixierten und paraffineingebetteten 
Schnitte zunächst entparaffiniert. Dies geschah durch 30-minütiges Erwärmen im 
Wärmeschrank bei 60 °C und anschließende zweimalige Inkubation in Xylol für jeweils 15 min. 
Es folgte eine schrittweise Rehydratisierung der Präparate zur Anpassung an die zur Färbung 
eingesetzten wässrigen Lösungen. Dazu wurde eine Alkoholreihe mit absteigenden 
Konzentrationen verwendet. Die Objektträger wurden für jeweils 10 min zunächst in absolutem 
vergälltem Alkohol, danach zweimalig in 96 % vergälltem Alkohol und schließlich in 80 % 
vergälltem Alkohol inkubiert. Abschließend erfolgte eine zehnminütige Inkubation in 
destilliertem Wasser. 
Die ursprüngliche Fixierung der Gewebe kann die Konformation mancher Antigene derart 
verändern, dass eine Bindung von Antikörpern nicht mehr möglich ist. Zur Wiederherstellung 
der Antigenität der Präparate wurde eine Epitopdemaskierung durchgeführt, wofür die 
Gewebeschnitte 20 min im vorgeheizten Dampfgarer in Zitratpuffer gekocht wurden. 
Anschließend kühlten die Schnitte im Zitratpuffer verbleibend ca. 45-60 min auf 
Raumtemperatur ab. Zum Abschluss der Vorbereitung für die Färbungen erfolgte eine ca. 
fünfminütige Spülung in Waschpuffer (Abbildung 1). 
Zwischen den einzelnen Schritten der unterschiedlichen immunhistochemischen Färbungen 
wurden die Schnitte meist zwei bis dreimal für je 2-3 min in Waschpuffer gespült. Dadurch 
sollen nicht-gebundene Antikörper aus den Geweben und der Umgebung entfernt werden. Je 
nach Schnittgröße wurden zur Eindeckung mit der entsprechenden Antikörperlösung zwischen 
150-200 µl pro Objektträger verwendet. Alle Inkubationen fanden in einer feuchten Kammer 
statt, bei der Verwendung von fluoreszenzmarkierten Antikörpern erfolgten diese zudem 
lichtgeschützt. Die verwendeten Antikörper und deren Verdünnungen sind der Tabelle 4 zu 
entnehmen. 
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Abbildung 1: Ablauf der Vorbereitung der Präparate für die immunhistochemischen 
Färbungen. 
2.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von slanDCs und pDCs in Kolonkarzinom-
Geweben und tumorfreien Kolon-Geweben 
Zur lichtmikroskopischen Visualisierung nativer slanDCs und pDCs in Kolonkarzinom-
Geweben und tumorfreien Kolon-Geweben wurden die gemäß 2.2.1 vorbereiteten 
Objektträger zunächst mit einer verdünnten Maus Anti-human slan Antikörperlösung bzw. 
einer Maus Anti-human CD303 Antikörperlösung über Nacht (17-20 h) bei 4 °C im Kühlschrank 
inkubiert. Für die nächsten Schritte wurde das EnVision™ G|2 Detektionssystem verwendet. 
Die Präparate wurden gewaschen und mit bereits gebrauchsfertigen, dextrangekoppelten 
Sekundärantikörpern (Kaninchen Anti-Maus/LINK) des Kits bedeckt. Diese 
Sekundärantikörper richten sich gegen die jeweiligen Primärantikörper, welche bereits an die 
Zielstrukturen im Gewebe gebunden haben. Nach 30-minütiger Inkubation und erneutem 
Waschen wurden die Schnitte nun für weitere 30 min mit der gebrauchsfertigen ENHANCER-
Lösung des Kits überschichtet. Diese enthält das Enzym AP, welche die Umsetzung des 
nachfolgenden Substrats katalysiert und so die Auswertung der zu detektierenden Strukturen 
unter dem Lichtmikroskop ermöglicht. Anschließend wurden die Objektträger mit einer frisch 
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hergestellten Substratlösung des EnVision™ G|2 Detektionssystems inkubiert. Die 
darauffolgende Reaktion wurde beobachtet und die Inkubation bei deutlich sichtbarer Rot- 
oder Rosafärbung bzw. spätestens nach 10 min mit destilliertem Wasser gestoppt. Es erfolgte 
zusätzlich eine Gegenfärbung mit frisch gefiltertem und verdünntem Hämalaun zur Darstellung 
der Zellkerne und des umliegenden Gewebes. Diese Färbung wurde je nach resultierender 
Intensität in zwei bis drei Durchgängen von jeweils 30-60 s und anschließender Spülung mit 
Leitungswasser durchgeführt. Abschließend wurden die gefärbten Objektträger eingedeckt 
und die Aufbewahrung erfolgte bei Raumtemperatur.  
2.2.3 Untersuchung der Zytokinexpression von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
und tumorfreien Kolon-Geweben mit Fluoreszenzfärbungen 
Mithilfe von Doppelfärbungen wurde die Expression der Zytokine TNF- und IL-23 von 
slanDCs im Gewebe von Kolonkarzinomen bzw. tumorfreiem Kolon analysiert. Die, wie unter 
2.2.1 beschrieben, vorbereiteten Schnitte wurden dafür sowohl mit Maus Anti-human slan 
Antikörpern, als auch mit gegen das jeweilige Zytokin gerichteten Antikörpern inkubiert. Die 
verwendeten Sekundärantikörper binden Epitope der jeweiligen Primärantikörper. Im Falle der 
TNF-/slan-Kombinationsfärbung wurden die Objektträger zunächst für 17 h bei 4 °C mit einer 
verdünnten Lösung bestehend aus Kaninchen Anti-human TNF- Antikörpern und Anti-human 
slan Antikörpern inkubiert. Für den Nachweis einer IL-23-Expression wurden die Anti-human 
slan Antikörper gemeinsam mit gegen IL-23-gerichteten Antikörpern verdünnt und es erfolgte 
eine 60-minütige Inkubation. Die darauffolgenden Schritte sind für beide Zytokinfärbungen 
identisch. Nach zwei Waschgängen wurden die Objektträger mit gemeinsam verdünnten 
biotinylierten bzw. mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor (AF) 488-gekoppelten 
Sekundärantikörpern (Ziege Anti-Kaninchen IgG AF488 und Ziege Anti-Maus IgM Biotin) 
bedeckt und für weitere 30 min inkubiert. Die AF 488-gekoppelten Antikörper binden dabei an 
die gegen TNF- bzw. IL-23-gerichteten Primärantikörper. Die Zielstruktur der biotinylierten 
Sekundärantikörper sind die Anti-human slan Antikörper. Nach erneutem Waschen folgte eine 
15-minütige Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem (AF 546) Streptavidin (Verdünnung: 1:500). 
Dieses Protein mit hoher Affinität für Biotin bindet die biotinylierten Ziege Anti-Maus IgM-
Antikörper. Mittels Streptavidin erhält man ein vielfach verstärktes Signal und die starke 
Sensitivität ermöglicht auch die Detektion geringer Antigenmengen im Präparat. Abschließend 
wurden die Präparate mit einem Eindeckmedium überschichtet. Dieses enthält 4′,6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI), einen DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff zur Detektion der 
Zellkerne. Die fertigen Objektträger wurden lichtgeschützt bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. 
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2.2.4 Nachweis der Expression von CD83 durch slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
mit einer Fluoreszenzfärbung 
Durch eine weitere Doppelfärbung wurde die Expression des Oberflächenmarkers CD83 durch 
slanDCs im Kolonkarzinom untersucht. Die Vorbereitung der Objektträger erfolgte wie unter 
2.2.1 beschrieben und die Präparate wurden dann zunächst für 30 min mit einer Maus Anti-
human CD83 Antikörperlösung inkubiert. Schließlich erfolgte für 20 min die Zugabe von AF 
488-gekoppelten Sekundärantikörpern (Ziege Anti-Maus IgG). Nach einem Blockungsschritt 
zur Reduktion unspezifischer Bindungen mit normalem Mausserum (Verdünnung: 1:50) 
wurden die Objektträger für 1 h mit einer Anti-human slan Antikörperlösung überschichtet und 
anschließend mit biotinylierten Sekundärantikörpern (Ziege Anti-Maus IgM Biotin) inkubiert. 
Nach 15-minütiger Zugabe von fluoreszenzmarkiertem Streptavidin wurden die Präparate 
abschließend mit einem DAPI-haltigen Medium eingedeckt. 
2.2.5 Analyse einer Kolokalisation von slanDCs und CD3+ T-Lymphozyten in 
Kolonkarzinom-Geweben 
Zur Darstellung einer Kolokalisation von slanDCs und T-Lymphozyten in Kolonkarzinom-
Geweben wurde eine Doppelfärbung der Oberflächenmarker CD3 und slan vorgenommen. 
Dafür wurden die, wie unter 2.2.1 beschrieben, vorbereiteten Objektträger zunächst für 60 min 
mit den gemeinsam verdünnten Kaninchen Anti-human CD3 und Maus Anti-human slan 
Antikörpern überschichtet. Nach einem Waschschritt erfolgte die Zugabe der entsprechenden 
fluoreszenzgekoppelten bzw. biotinylierten Sekundärantikörper, welche gegen die 
Primärantikörper gerichtet sind (Ziege Anti-Kaninchen IgG AF 488 und Ziege Anti-Maus IgM 
Biotin). Anschließend wurde fluoreszenzgekoppeltes Streptavidin zugegeben und nach einem 
letzten Waschschritt wurden die Präparate mit einem DAPI-haltigem Medium eingedeckt. 
2.2.6 Detektion von slanDCs in tertiären lymphoiden Strukturen von Kolonkarzinom-
Geweben 
Für die Fragestellung einer Lokalisation von slanDCs in TLS wurde eine Dreifachfärbung des 
B-Zell-Markers CD20, des T-Zell-Markers CD3 und der slan-Struktur durchgeführt. Dafür 
erfolgte zunächst eine 30-minütige Inkubation der vorbereiteten Objektträger mit Maus Anti-
human CD20 Antikörpern und anschließend die Zugabe der entsprechenden AF 488-
markierten Sekundärantikörper (Ziege Anti-Maus IgG). Danach wurden die Präparate für 60 
min mit Maus Anti-human slan und Kaninchen Anti-human CD3 Antikörpern in einer 
gemeinsamen Verdünnung überschichtet und im Anschluss wurden biotinylierte und AF 633-
gekoppelte Sekundärantikörper (Ziege Anti-Maus IgM und Ziege Anti-Kaninchen IgG) zur 
Detektion der DCs unter dem Fluoreszenzmikroskop für 30 min zugegeben. Nach einer 15-
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minütigen Inkubation mit AF 546-markiertem Streptavidin erfolgte abschließend die 
Eindeckung der Präparate mit einem DAPI-haltigem Medium. 
Tabelle 4: Verwendete Antikörper bei den immunhistochemischen Färbungen 
Antigen Klon Host/Isotyp Label 
Verdünnung 
bzw. eingesetzte 
Konzentration 
Primärantikörper 
6-sulfo LacNAc 
(slan) 
DD2 
Klon 34 
Maus IgM unmarkiert 1:2; 1:10 oder 
1:20 
CD303 124B3.13 Maus IgG1 unmarkiert 10 μg/ml 
TNF- polyklonal Kaninchen IgG unmarkiert 1:100 
IL-23 P19 polyklonal Kaninchen IgG unmarkiert 1:200 
CD83 1H4b Maus IgG1 unmarkiert 1:100 
CD4 polyklonal Ziege IgG unmarkiert 15 μg/ml 
CD3 SP7 Kaninchen IgG unmarkiert 1:100 
CD20 L26 Maus IgG unmarkiert 1:250 
CD20 EB05140 Ziege IgG unmarkiert 3 µg/ml 
Sekundärantikörper 
Maus IgM  Ziege IgG Biotin 1:100 
Kaninchen IgG (H+L) 
 
 
Ziege IgG 
F(ab’)2--Fragment 
AF 488 1:100 
Kaninchen IgG (H+L) 
 
 
Ziege IgG 
F(ab’)2--Fragment 
AF 633 1:100 
Maus IgG (H+L)  Ziege IgG AF 488 1:100 
Ziege IgG (H+L)  Esel IgG AF 488 1:100 
Ziege IgG (H+L)  Esel IgG AF 594 1:250 
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Abbildung 2: Prinzip der Alkalischen Phosphatase- und  Fluoreszenzfärbungen. (A) 
Dargestellt ist die Färbung von slan und CD303 durch Maus Anti-human slan Antikörper und 
ein Detektionssystem (EnVision ™ G|2 System/AP). Die dextrangekoppelten Kaninchen Anti-
Maus Antikörper (LINK) des Kits binden die Primärantikörper, danach erfolgt die Zugabe von 
AP-Enzymen (ENHANCER), welche das abschließend hinzugefügte Substrat umsetzen und 
zur Rot- oder Rosafärbung der slan-Struktur führen. (B) Dieser Teil der Abbildung zeigt die 
Fluoreszenzfärbung der slan-Struktur mit Maus Anti-human slan Antikörpern und biotinylierten 
Sekundärantikörpern. An diesen kann dann fluorochromgekoppeltes Streptavidin binden und 
ermöglicht die Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop. (C) Abgebildet ist die 
Fluoreszenzfärbung weiterer untersuchter Oberflächenmarker bzw. Zytokine mithilfe von 
Primärantikörpern und fluorochromgekoppelten Sekundärantikörpern, welche gegen die 
Primärantikörper gerichtet sind. 
2.2.7 Nachweis der Expression von CD83 und Interleukin-23 durch slanDCs in TLS von 
Kolonkarzinom-Geweben 
Anhand von immunhistochemischen Färbungen mit fünf verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen wurden CD83+ bzw. IL-23+ slanDCs in TLS nachgewiesen. Die 
Identifizierung der TLS erfolgte dabei mithilfe der T-Zell-Marker CD3 bzw. CD4 und dem B-
Zell-Marker CD20. Zudem erfolgte eine Fluoreszenzfärbung der slan-Struktur und des 
Oberflächenmoleküls CD83 bzw. des Zytokins IL-23. Zum Nachweis der Expression von 
CD83+ slanDCs in TLS wurden die, wie unter 2.2.1 beschrieben, vorbereiteten Präparate 
zunächst für 60 min mit einer Ziege Anti-human CD20 Antikörperlösung inkubiert, 
anschließend erfolgte die 20-minütige Zugabe von AF 594-markierten Sekundärantikörpern 
(Esel Anti-Ziege IgG). Danach wurden die Objektträger für 30 min mit Maus Anti-human CD83 
Antikörpern und nachfolgend für 20 min mit einer Ziege Anti-Maus IgG AF 488 
Antikörperlösung inkubiert, bevor ein zehnminütiger Blockungsschritt mit normalem 
Mausserum folgte. Anschließend wurde die Präparate 60 min mit gemeinsam verdünnten 
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Maus Anti-human slan und Kaninchen Anti-human CD3 Antikörpern überschichtet und danach 
für 30 min mit den entsprechenden biotinylierten bzw. AF 633-gekoppelten 
Sekundärantikörpern (Ziege Anti-Maus IgM und Ziege Anti-Kaninchen IgG). Abschließend 
erfolgte nach einer 15-minütigen Inkubation mit AF 546-gekoppeltem Streptavidin eine 
Anfärbung der Zellkerne mithilfe eines DAPI-haltigen Eindeckmediums. 
Für die Detektion von IL-23+ slanDCs in TLS wurden die Präparate im ersten Schritt 30 min 
mit einer Ziege Anti-human CD4 Antikörperlösung überschichtet und nachfolgend für 20 min 
mit Esel Anti-Ziege IgG AF 594 Antikörpern inkubiert. Anschließend erfolgte eine 30-minütige 
Inkubation mit Maus Anti-human CD20 Antikörpern und danach die Zugabe von AF 633-
gekoppelten Sekundärantikörpern (Ziege Anti-Maus IgG) für 20 min. Danach wurden die 
Objektträger mit einer verdünnten Lösung aus Kaninchen Anti-human IL-23 und Maus Anti-
human slan Antikörpern inkubiert. Nach 60 min erfolgte die Zugabe der entsprechenden 
Sekundärantikörper (Ziege Anti-Kaninchen IgG AF 633 und Ziege Anti-Maus IgM Biotin) für 
weitere 30 min. Nach abschließender Inkubation mit AF 546 gekoppeltem Streptavidin für 15 
min wurden die Präparate mit DAPI-haltigem Medium eingedeckt. 
2.2.8 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen von slanDCs und pDCs in 
Kolonkarzinom-Geweben und in tumorfreien Kolon-Geweben 
Für eine Quantifizierung von slanDCs bzw. pDCs im Kolonkarzinom wurden die, wie in 2.2.2 
beschrieben, AP-gefärbten Präparate eingescannt und das digitale Bildmaterial mit dem 
Programm „Image Viewer“ ausgewertet. Die Zählung erfolgte in je drei sogenannten „high 
power fields“ (HPFs) pro Objektträger mit einer durchschnittlichen Größe von 0,237 mm2. 
Diese Hot-Spot-Methode erlaubt die Quantifizierung von Zellen in den Bereichen mit der 
höchsten Dichte an positiven Zellen eines Präparats. Als slanDCs/pDCs gewertet wurden 
Zellen mit deutlich, evtl. granulär rot gefärbter Zellmembran und einem intakten Zellkern.  
Die Auswertung der Fluoreszenzfärbungen von slan/CD83, slan/TNF-, slan/IL-23, slan/CD3 
und slan/CD3/CD20 erfolgte mit dem kompakten Fluoreszenzmikroskop BZ-9000E 
(BIOREVO) und den dazugehörigen Programmen BZ-II Viewer und BZ-II Analyzer. Für die 
prozentuale Quantifizierung der Expression von Zytokinen bzw. Oberflächenmarker durch 
slanDCs wurden pro Präparat mind. 20 slanDCs gezählt und der Anteil an doppelt positiven 
Zellen ermittelt. Für die Erstellung der Abbildungen wurde zusätzlich das 
Bildbearbeitungsprogram GIMP 2 (Version 8.14) verwendet. 
Zur Auswertung der Fluoreszenzfärbungen zum Nachweis von CD83+ bzw. IL-23+ slanDCs in 
TLS im Kolonkarzinom wurden die Objektträger mit dem AxioScan.Z1 Slidescanner 
eingescannt und mit der Software ZEN 2 lite visualisiert. In den Präparaten erfolgte die 
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prozentuale Quantifizierung der CD83- bzw. IL-23-exprimierenden slanDCs innerhalb der TLS. 
Dafür wurden in den TLS abhängig von der verfügbaren Zellzahl zwischen 7 und 54 slanDCs 
ausgezählt. Auch diese Abbildungen wurden zusätzlich mithilfe des 
Bildbearbeitungsprogramm GIMP 2 (Version 8.14) erstellt. 
2.2.9 Statistik 
Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Microsoft Excel und die IBM SPSS 
Statistics 15.0 Software verwendet. Für die Quantifizierung der slanDCs bzw. pDCs im 
Gewebe wurden die Zellen pro Quadratmillimeter anhand der jeweiligen HPF-Größe und den 
darin detektierten Zellen errechnet. Aus den drei erhaltenen Werten wurde das arithmetische 
Mittel gebildet und gemeinsam mit der Mittelabweichung angegeben. Diese stellt die mittlere 
absolute Abweichung der Werte von ihrem Mittelwert dar.  
slanDCs bzw. pDCs/mm2 =	
    ℎ 	       	   .		    	  	   
  öß 	   	    	  	μ 2
× 1.000.000 
Anschließend wurden für das gesamte Patientenkollektiv das arithmetische Mittel, der Median, 
die erste und dritte Quartile und die Spannweite der ermittelten Zellanzahlen pro 
Quadratmillimeter errechnet. 
Der prozentuale Anteil sowohl für slan als auch für das jeweilige Zytokin bzw. den jeweiligen 
Oberflächenmarker positiver Zellen (%slanDCs++) wurde aus der Gesamtzahl der detektierten 
Zellen (slanDCs+) und der Anzahl der doppelt positiven Zellen (slanDCs++) berechnet.  
%slanDCs++ = 
         
        
× 100 
Auch hier erfolgte anschließend für die gefärbten Präparate je Zytokin bzw. Marker die 
Berechnung des arithmetischen Mittels und der Spannweite mithilfe von Microsoft Excel. 
Zum Vergleich zweier unverbundener Gruppen, bei denen keine normalverteilte 
Grundgesamtheit angenommen werden konnte, wurde der Mann-Whitney U Test eingesetzt 
(Assoziation der Frequenz von infiltrierenden slanDCs mit der TNM-Klassifikation). Zur 
Signifikanztestung der Unterschiede zwischen Ergebnissen einer annähernd normalverteilten 
Grundgesamtheit wurde der t-Test nach Student durchgeführt (Vergleich slanDCs in 
Kolonkarzinom-Gewebe und tumorfreiem Gewebe und Vergleich der Frequenz von slanDCs 
und pDCs im Kolonkarzinom). Die Nullhypothese beschreibt dabei, dass kein Unterschied 
zwischen den untersuchten Werten besteht, wohingegen die Alternativhypothese von einer 
Ungleichheit ausgeht. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit dafür an, dass die Nullhypothese 
zutrifft. Bei allen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen und in den 
Abbildungen der Ergebnisse als signifikant (*) gekennzeichnet. 
  
  Ergebnisse 
31 
 
3 Ergebnisse 
3.1 Nachweis von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
Tumoren wachsen innerhalb eines hochvariablen Mikromilieus, umgeben von Blut- und 
Lymphgefäßen, Zytokinen, Chemokinen und infiltrierenden Immunzellen. Zu diesen zählen 
sowohl Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen, NK-Zellen, neutrophile 
Granulozyten und DCs als auch des erworbenen Immunsystems (T- und B-Lymphozyten) 
(Fridman et al., 2014). SlanDCs stellen eine vor kurzem beschriebene Subpopulation von DCs 
dar, welche bisher in Gewebeproben einiger entzündlicher Erkrankungen, wie z. B. Psoriasis, 
Lupus erythematodes oder GvHD, nachgewiesen werden konnte (Schäkel et al., 1998; Hänsel 
et al., 2011; Hänsel et al., 2013; Sommer et al., 2014). Ihre proinflammatorischen 
Eigenschaften könnten auch bei einer Tumor-gerichteten Immunantwort eine wichtige Rolle 
spielen (Schäkel et al., 2002; Schmitz et al., 2005; Schäkel et al., 2006; Wehner et al., 2011; 
Wehner et al., 2009). Vermi et al. wiesen eine Akkumulation von slanDCs in Tumor-
drainierenden Lymphknotenmetastasen nach, in Primärtumoren wurde jedoch keine relevante 
Anzahl detektiert (Vermi et al., 2014). Kürzlich konnten Toma et al. jedoch den Nachweis für 
das Vorkommen von slanDCs in Geweben von Nierenzellkarzinomen erbringen (Toma et al., 
2015). 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden 47 Kolonkarzinom-Gewebeproben auf eine Infiltration 
durch slanDCs untersucht und vergleichend die Frequenz von slanDCs in 38 
korrespondierenden tumorfreien Kolon-Geweben analysiert. Beide Gewebeproben stammten 
dabei jeweils von derselben Person. Die entsprechenden tumorfreien Gewebe der neun 
übrigen Karzinom-Gewebeproben waren entweder nicht verfügbar oder aufgrund eines sehr 
unspezifischen Färbeverhaltens in der AP-Färbung nicht auswertbar. Die Detektion erfolgte, 
wie unter 2.2.2 beschrieben, durch eine immunhistochemische Färbung der slan-Struktur der 
DCs mit einer Maus Anti-human slan Antikörperlösung und dem EnVision™ G|2 
Detektionssystem. Letzteres bewirkt eine Rot- oder Rosafärbung der entsprechenden Zellen 
mittels einer Substratumsetzung durch AP-gekoppelte Sekundärantikörper. 
Interessanterweise konnten slanDCs in 46 von 47 Tumorgeweben (97,9 %) mit einem 
Mittelwert von 16,07 slanDCs/mm2 und einer Spannweite von 0–40,79 slanDCs/mm2 detektiert 
werden. Abbildung 3 zeigt eine repräsentative mikroskopische Aufnahme von slanDCs in 
einem der Kolonkarzinom-Gewebe. Der Median wurde mit 12,66 slanDCs/mm2 errechnet. 25 
% der Gewebeproben enthielten mehr als 22,5 slanDCs/mm2 (oberes Quartil) und 75 % mehr 
als 8,44 slanDCs/mm2 (unteres Quartil). Alle ermittelten Werte sind in Tabelle 5 
zusammengefasst.  
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In 37 der 38 Tumorgewebe (97,4 %) mit vorliegenden Ergebnissen von korrespondierenden 
tumorfreien Kolon-Gewebeproben konnten slanDCs detektiert werden und es ergab sich ein 
Mittelwert von 16,69 slanDCs/mm2. Im Vergleich dazu wurden slanDCs in den tumorfreien 
Kolon-Abschnitten in 34 von 38 (89,5 %) untersuchten Gewebeproben nachgewiesen mit 
einem signifikant niedrigeren Mittelwert von 9,25 slanDCs/mm2 (Abbildung 5). Ein 
repräsentatives Beispiel für slanDCs in tumorfreiem Kolon-Gewebe zeigt Abbildung 4. Tabelle 
6 fasst die Einzelergebnisse der untersuchten tumorfreien Gewebe zusammen. Anhand dieser 
Ergebnisse lässt sich erstmalig eine Akkumulation von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
zeigen.
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Abbildung 3: Detektion von slanDCs in Kolonkarzinom-Gewebe. Die Detektion von 
slanDCs in 47 Kolonkarzinom-Geweben erfolgte durch immunhistochemische Färbung mithilfe 
einer Maus Anti-human slan Antikörperlösung und dem EnVision™ G|2 Detektionssystem. 
SlanDCs erscheinen rot gefärbt. Zur Darstellung der Zellkerne (blau) wurde eine 
Gegenfärbung mit Hämalaunlösung durchgeführt. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives 
Beispiel für das Vorkommen mehrerer slanDCs (gekennzeichnet durch schwarze Pfeile in B, 
C und D) in Kolonkarzinom-Gewebe mit einer Übersichtsaufnahme (A – 100-fache originale 
Vergrößerung) und drei Detailansichten (B, C, D – 200-fache originale Vergrößerung).  
A 
B C 
D 
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Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von slanDCs in tumorfreiem Kolon-
Gewebe. Es erfolgte eine Detektion von slanDCs in 38 tumorfreien Kolon-Geweben mithilfe 
immunhistochemischer Färbungen mit einer Maus Anti-human slan Antikörperlösung und dem 
EnVision™ G|2 Detektionssystem. SlanDCs erscheinen rot gefärbt, die Zellkerne (blau) 
wurden durch eine Gegenfärbung mit Hämalaunlösung dargestellt. Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Beispiel für das Auftreten einiger slanDCs in tumorfreiem Kolon-Gewebe mit 
einer Übersichtsaufnahme (A – 100-fache originale Vergrößerung) und einer Detailaufnahme 
(B – 200-fache originale Vergrößerung).  
 
 
Abbildung 5: Frequenz infiltrierender slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben im Vergleich 
zu tumorfreiem Kolon-Gewebe. Es erfolgte eine Auszählung der positiv gefärbten Zellen und 
die Anzahl der slanDCs pro Quadratmillimeter wurde ermittelt. Das Diagramm zeigt die Anzahl 
der slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben (n=38) im Vergleich zu den korrespondierenden 
tumorfreien Kolon-Gewebeproben (n=38). Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert der 
slanDCs in den Geweben ± die Mittelabweichung. Der Stern markiert einen statistisch 
signifikanten Unterschied der Ergebnisse mit p < 0,05. 
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Tabelle 5: Frequenz der infiltrierenden slanDCs in den 47 untersuchten Kolonkarzinom-
Gewebeproben. Zur Ermittlung der Werte wurden die slanDCs in drei HPFs festgelegter 
Größe pro Gewebeprobe gezählt und anschließend auf Quadratmillimeter bezogen. Aus den 
erhaltenen Werten wurde der Mittelwert gebildet und die Mittelabweichung berechnet. 
Gewebe-Nr. 
Zählungen 
Mittelwert 
Mittel-
abweichung 
HPF 1 HPF 2 HPF 3 
 
slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2  
1 16,88 12,66 8,44 12,66 2,81 
2 29,54 25,32 16,88 23,91 4,69 
3 21,10 42,19 42,19 35,16 9,38 
4 29,54 16,88 16,88 21,10 5,63 
5 0 0 0 0 0 
6 25,32 12,66 16,88 18,28 4,69 
7 8,44 8,44 4,22 7,03 1,88 
8 12,66 8,44 8,44 9,85 1,88 
9 16,88 12,66 8,44 12,66 2,81 
10 12,66 12,66 16,88 14,06 1,88 
11 16,88 12,66 4,22 11,25 4,69 
12 25,32 8,44 12,66 15,47 6,56 
13 16,88 16,88 12,66 15,47 1,88 
14 29,54 29,54 21,10 26,72 3,75 
15 8,44 8,44 8,44 8,44 0 
16 25,32 25,32 16,88 22,50 3,75 
17 25,32 29,54 21,10 25,32 2,81 
18 21,10 29,54 16,88 22,50 4,69 
19 12,66 8,44 4,22 8,44 2,81 
20 12,66 16,88 4,22 11,25 4,69 
21 21,10 8,44 4,22 11,25 6,56 
22 33,76 25,32 25,32 28,13 3,75 
23 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
24 25,32 12,66 12,66 16,88 5,63 
25 42,19 25,32 29,54 32,35 6,56 
26 12,66 16,88 12,66 14,06 1,88 
27 21,10 21,10 12,66 18,28 3,75 
28 12,66 4,22 4,22 7,03 3,75 
29 21,10 12,66 25,32 19,69 4,69 
30 42,19 25,32 29,54 32,35 6,56 
31 21,10 4,22 4,22 9,85 7,50 
32 37,97 29,54 16,88 28,13 7,50 
33 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
34 8,44 8,44 8,44 8,44 0 
35 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
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Gewebe-Nr. 
Zählungen 
Mittelwert 
Mittel-
abweichung 
HPF 1 HPF 2 HPF 3 
 
slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2  
36 16,88 8,44 8,44 11,25 3,75 
37 8,44 12,66 8,44 9,85 1,88 
38 8,44 12,66 8,44 9,85 1,88 
39 12,66 8,44 8,44 9,85 1,88 
40 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
41 12,66 8,44 4,22 8,44 2,81 
42 8,44 12,66 4,22 8,44 2,81 
43 33,76 12,66 12,66 19,69 9,38 
44 16,88 8,44 8,44 11,25 3,75 
45 46,41 42,19 33,76 40,79 4,69 
46 25,32 25,32 29,54 26,72 1,88 
47 29,54 29,54 25,32 28,13 1,88 
 
Tabelle 6: Frequenz der infiltrierenden slanDCs in den 38 vergleichend analysierten 
korrespondierenden tumorfreien Kolon-Geweben. Zur Ermittlung der Werte wurden die 
slanDCs in drei HPFs festgelegter Größe pro Gewebeprobe gezählt und anschließend auf 
Quadratmillimeter bezogen. Aus den erhaltenen Werten wurde der Mittelwert gebildet und die 
Mittelabweichung berechnet. 
Gewebe-Nr. 
Zählungen 
Mittelwert 
Mittel-
abweichung 
HPF 1 HPF 2 HPF 3 
 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2  
1 21,10 12,66 12,66 15,47 3,75 
2 4,22 4,22 4,22 4,22 0 
3 29,54 16,88 12,66 19,69 6,56 
4 4,22 4,22 4,22 4,22 0 
5 12,66 21,10 4,22 12,66 5,63 
6 8,44 8,44 4,22 7,03 1,88 
7 0 0 0 0 0 
8 4,22 4,22 4,22 4,22 0 
9      
10 16,88 16,88 12,66 15,47 1,88 
11      
12 4,22 4,22 0 2,81 1,88 
13 4,22 4,22 4,22 4,22 0 
14 12,66 12,66 12,66 12,66 0 
15 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
16      
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Gewebe-Nr. 
Zählungen 
Mittelwert 
Mittel-
abweichung 
HPF 1 HPF 2 HPF 3 
 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2 slanDCs/mm2  
17 0 0 0 0 0 
18 16,88 12,66 12,66 14,06 1,88 
19 4,22 0 0 1,41 1,88 
20 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
21      
22 4,22 4,22 0 2,81 1,88 
23 8,44 4,22 0 4,22 2,81 
24 29,54 8,44 8,44 15,47 9,38 
25 33,76 29,54 29,54 30,94 1,88 
26 16,88 12,66 12,66 14,06 1,88 
27 12,66 12,66 8,44 11,25 1,88 
28 4,22 4,22 4,22 4,22 0 
29      
30 8,44 8,44 4,22 7,03 1,88 
31      
32 8,44 8,44 4,22 7,03 1,88 
33 21,10 21,10 12,66 18,28 3,75 
34 0 0 0 0 0 
35 12,66 4,22 4,22 7,03 3,75 
36 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
37 21,10 8,44 8,44 12,66 5,63 
38 29,54 25,32 25,32 26,72 1,88 
39 12,66 8,44 8,44 9,85 1,88 
40      
41      
42 0 0 0 0 0 
43      
44 8,44 4,22 4,22 5,63 1,88 
45 12,66 4,22 4,22 7,03 3,75 
46 25,32 21,10 16,88 21,10 2,81 
47 16,88 8,44 8,44 11,25 3,75 
3.2 Assoziation der ermittelten Frequenz infiltrierender slanDCs mit der TNM-
Klassifikation des Kolonkarzinoms 
Bisher liegen in der Literatur verschiedene und zum Teil widersprüchliche Ergebnisse sowohl 
zu der allgemeinen Bedeutung von DCs in Tumorerkrankungen als auch zu ihrer Rolle im KRK 
vor (Karthaus et al., 2012). In Geweben von klarzelligen Nierenzellkarzinomen wurde eine 
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hohe Dichte infiltrierender slanDCs mit einem höheren T-Stadium des Primärtumors und mit 
einem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Nephrektomie assoziiert. 
Des Weiteren wurden signifikant höhere Infiltrationsraten mit slanDCs in den Primärtumoren 
von Erkrankten mit Fernmetastasen detektiert (Toma et al., 2015). 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Frequenz infiltrierender slanDCs im Tumorgewebe 
mit klinisch-pathologischen Charakteristika der Kolonkarzinom-Erkrankten assoziiert. Dabei 
wurde insbesondere ein möglicher Zusammenhang zwischen Tumorgröße (T-Stadium des 
Primärtumors) bzw. vorliegenden Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Kolektomie und 
Infiltrationsdichte der slanDCs untersucht.  
Im vorliegenden Kollektiv lässt sich eine signifikant verminderte Infiltration mit slanDCs im 
Stadium T3 des Primärtumors im Vergleich zu T1 oder T2 klassifizierten Tumoren nachweisen 
(Abbildung 6). Die Infiltrationsdichte der slanDCs der Kolonkarzinome von Erkrankten mit 
vorliegenden Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Tumorresektion zeigte jedoch 
keinen signifikanten Unterschied zu Erkrankten ohne Lymphknotenmetastasen (Abbildung 7). 
 
 
Abbildung 6: Assoziation der Anzahl der slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben mit dem 
T-Stadium des Primärtumors. Die Boxplots zeigen die Assoziation zwischen Anzahl der 
slanDCs im Tumorgewebe und T-Stadium des Tumors. Die Kästen stellen den Bereich 
zwischen oberer und unterer Quartile dar, die Medianwerte sind als horizontale Linien 
abgebildet. Die Länge der Antennen (Whisker) beträgt das 1,5-fache des 
Interquartilsabstands. Die Kreise bilden Werte größer des 1,5-fachen Interquartilsabstands ab. 
Statistische signifikante Unterschiede mit p < 0,05 von Ergebnissen sind mit einem Stern 
gekennzeichnet. 
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Abbildung 7: Assoziation der Anzahl der slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben mit dem 
Lymphknotenstatus bei Diagnosestellung. Die Boxplots zeigen die Assoziation zwischen 
Frequenz der slanDCs im Tumorgewebe und dem Lymphknotenstatus der Erkrankten. Die 
Kästen bilden den Bereich zwischen oberer und unterer Quartile ab, die Medianwerte sind 
darin als horizontale Linien dargestellt. Die Antennen (Whisker) markieren das 1,5-fache des 
Interquartilsabstands. 
3.3 Nachweis von pDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
PDCs besitzen die Fähigkeit der Sekretion großer Mengen Typ-I-IFN und sind auf die 
Detektion viraler DNA durch die Expression der TLRs 7 und 9 spezialisiert (Siegal et al., 1999; 
Lande und Gilliet, 2010). Diesem DC-Subtyp wird jedoch nicht nur eine wichtige Rolle in der 
Bekämpfung von Virusinfektionen des Körpers zugesprochen, sondern auch eine Bedeutung 
in verschiedenen Tumorerkrankungen ist derzeit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 
PDCs könnten eine Tumor-gerichtete Immunantwort durch Kreuzpräsentation von 
Tumorantigenen zu CD8+ T-Lymphozyten induzieren und die Interaktion zwischen 
Tumorzellen und Immunsystem durch die Sekretion von Typ-I-IFN modulieren (Vermi et al., 
2011). Einige Untersuchungen deuten jedoch auch auf eine Bedeutung von pDCs in der 
Vermittlung von Toleranz gegenüber Tumorzellen hin. Mögliche Ursachen dafür stellen eine 
Blockierung Tumor-gerichteter Effekte von pDCs durch Komponenten der Tumor-
Mikroumgebung oder die Induktion von Tregs dar. Die Zellen konnten bisher beim Melanom, 
einigen hämatologischen Tumorentitäten und verschiedenen primären Karzinomen (z. B. 
Prostatakarzinom, Mammakarzinom oder Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome) nachgewiesen 
werden. Auch in Tumor-drainierenden Lymphknoten wurden die Zellen detektiert (Vermi et al., 
2011). 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kolonkarzinome mithilfe von Anti-human CD303 Antikörpern 
auf ihre Frequenz von infiltrierenden pDCs untersucht und diese mit der Infiltration der 
Tumoren durch slanDCs verglichen. Dafür wurde eine immunhistochemische Färbung des 
Oberflächenmarkers CD303 an 20 Kolonkarzinom-Präparaten vorgenommen und es erfolgte 
eine anschließende Detektion der Zellen mithilfe des EnVision™ G|2 Detektionssystems mit 
Rotfärbung der pDCs durch eine AP-Reaktion (siehe unter 2.2.2).  
In 14 von 20 Präparaten (70 %) ließen sich pDCs nachweisen (Abbildung 9) mit einem 
Mittelwert von 4,86 pDCs/mm2 und einer Spannweite von 0–18,28 pDCs/mm2. Alle ermittelten 
Werte sind in Tabelle 7 zusammengefasst. SlanDCs hingegen wurden in allen der 20 
Präparate detektiert und diese DC-Subpopulation war mit 18,85 slanDCs/mm2 in einer 
signifikant höheren Frequenz in den Kolonkarzinom-Geweben zu finden als die Population der 
pDCs (Abbildung 8). Diese Ergebnisse weisen auf eine Präsenz von pDCs im Kolonkarzinom 
hin, jedoch in einer deutlich niedrigeren Frequenz als slanDCs. 
 
Abbildung 8: Frequenz infiltrierender slanDCs und pDCs in Kolonkarzinom-Geweben im 
Vergleich. Positiv gefärbte Zellen wurden ausgezählt und die Anzahl der slanDCs und pDCs 
pro Quadratmillimeter ermittelt. Das Diagramm zeigt einen Vergleich der Anzahl der slanDCs 
und pDCs in Kolonkarzinom-Geweben (n=20). Dargestellt sind der Mittelwert der DCs in den 
Geweben ± die Mittelabweichung. Der Stern markiert einen statistisch signifikanten 
Unterschied der Ergebnisse mit p < 0,05. 
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von pDCs in Kolonkarzinom-Gewebe. 
Es erfolgte eine Detektion von pDCs in 20 Kolonkarzinom-Geweben durch 
immunhistochemische Färbung mithilfe von Maus Anti-human CD303 Antikörpern und dem 
EnVision™ G|2 Kit, welches die pDCs durch eine AP-Reaktion rot darstellt. Die Zellkerne 
wurden durch eine Gegenfärbung mit Hämalaunlösung blau gefärbt. Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Beispiel für zwei pDCs in Kolonkarzinom-Gewebe mit einer 
Übersichtsaufnahme (A – 200-fache originale Vergrößerung) und zwei Detailausschnitten (B, 
C – 400-fache originale Vergrößerung).  
Tabelle 7: Frequenz der infiltrierenden pDCs in den 20 untersuchten Kolonkarzinom-
Gewebeproben. Zur Ermittlung der Werte wurden die pDCs in drei HPFs festgelegter Größe 
pro Gewebeprobe gezählt und anschließend auf Quadratmillimeter bezogen. Aus den 
erhaltenen Werten wurde der Mittelwert gebildet und Mittelabweichung berechnet. 
Gewebe-Nr. 
Zählungen 
Mittelwert 
Mittel-
abweichung 
HPF 1 HPF 2 HPF 3 
 
pDCs/mm2 pDCs/mm2 pDCs/mm2 pDCs/mm2  
1 16,81 4,18 4,26 8,42 5,59 
2 4,22 0,24 0 1,49 1,82 
3 16,74 8,33 2,38 9,15 5,06 
4 20,92 8,33 16,74 15,33 4,66 
5 0 0 0 0 0 
A B 
C 
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6 16,67 4,17 4,20 8,35 5,55 
7 4,17 4,18 0 2,78 1,86 
8 0 0 0 0 0 
9 4,18 4,18 0 2,79 1,86 
10 4,17 4,17 4,17 4,17 0 
11 4,17 4,17 0 2,78 1,85 
12 0 0 0 0 0 
13 0 0 0 0 0 
14 21,19 16,74 16,67 18,20 1,99 
15 0 0 0 0 0 
16 12,50 4,17 4,18 6,95 3,70 
17 8,37 0 0 2,79 3,72 
18 12,55 4,20 4,17 6,97 3,72 
19 0 0 0 0 0 
20 8,40 8,33 0 5,58 3,72 
3.4 Expression von CD83 durch slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
Reife DCs sind in der Lage, sowohl eine naive T-Zell-Antwort zu generieren als auch Effektor-
T-Lymphoyzten zu aktivieren. Während ihrer Ausreifung erfolgen funktionelle und 
phänotypische Veränderungen, u. a. eine verstärkte Expression kostimulatorischer Moleküle 
wie CD80, CD86 und CD40 (Reis e Sousa, 2006; Sabatté et al., 2007). Auch der 
Oberflächenmarker CD83, ein Glykoprotein der Immunglobulin-Superfamilie, wird vermehrt 
exprimiert und findet daher häufig zur Detektion reifer DCs im Blut oder im Gewebe 
Anwendung (Zhou und Tedder, 1995; Lechmann et al., 2002). Frisch aus dem Blut isolierte 
slanDCs weisen einen unreifen Phänotyp auf, beginnen jedoch in vitro sofort auszureifen und 
exprimieren infolgedessen vermehrt CD83, HLA-DR, CD40 und CD86 auf ihrer Oberfläche. Im 
Blut wird dieser Maturierungsvorgang durch CD47 auf Erythrozyten verhindert, ein 
Oberflächenmolekül, das mit dem inhibitorischen Rezeptor „signal regulatory protein “auf 
den slanDCs interagiert (Schäkel et al., 2006). Kürzlich wurden in frisch operierten Geweben 
von Nierenzellkarzinomen slanDCs mit unreifem Phänotyp nachgewiesen, welche kein CD83 
auf ihrer Oberfläche exprimieren (Toma et al., 2015).  
Um den Reifezustand der slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben zu untersuchen, wurde eine 
Doppelfärbung mit einer Maus Anti-human slan Antikörperlösung und Maus Anti-human CD83 
Antikörpern an zehn Kolonkarzinom-Präparaten vorgenommen, wie unter 2.2.4 beschrieben. 
Diese wurden anhand der vorangegangenen AP-Färbung aufgrund eines dichten Infiltrats mit 
slanDCs ausgewählt. Die bindenden Sekundärantikörper bzw. das zugegebene Streptavidin 
waren mit zwei unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt und ermöglichten die Auswertung 
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unter einem Fluoreszenzmikroskop, wo der prozentuale Anteil CD83-exprimierender slanDCs 
ermittelt wurde. 
In allen zehn untersuchten Präparaten konnte eine CD83 Expression durch slanDCs 
nachgewiesen werden (Abbildung 10). Als Mittelwert für die gleichzeitige Expression der slan-
Struktur und des Oberflächenmarkers CD83 wurden 46,7 % errechnet mit variablen 
Frequenzen zwischen 6,5 % und 90 %. Die Einzelergebnisse aller untersuchten 
Gewebeproben können Abbildung 11 entnommen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf 
hin, dass ca. die Hälfte der slanDCs im Kolonkarzinom einen reifen Phänotyp aufweist. 
 
Abbildung 10: Nachweis einer CD83-exprimierenden slanDC in Kolonkarzinom-Gewebe. 
Es wurde eine Fluoreszenz-Doppelfärbung zur Darstellung von CD83+ slanDCs mit Anti-slan 
Antikörpern, Anti-CD83 Antikörpern und fluorochromgekoppelten Detektionsreagenzien 
durchgeführt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher originaler Vergrößerung. Die Abbildung 
zeigt ein repräsentatives Beispiel mit Darstellung einer einfach positiven slanDC und einer 
doppelt positiven CD83+ slanDC (A – slanDCs (rot), B – CD83+ Zellen (grün), C – Overlay von 
A und B mit einer doppelt positiven Zelle in gelb (CD83-exprimierende slanDC)). Die Färbung 
der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. 
A 
C 
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil von CD83-exprimierenden slanDCs in 
Kolonkarzinom-Geweben. Zum Nachweis einer CD83-Expression durch slanDCs erfolgte 
eine Immunfluoreszenzfärbung von zehn Kolonkarzinom-Gewebeproben mit Anti-CD83 
Antikörpern, Anti-slan Antikörpern und fluorochromgekoppelten Detektionsreagenzien. Das 
Diagramm bildet die Einzelergebnisse der CD83-Expression durch slanDCs in den 
untersuchten Gewebeproben ab. Die Säulen stellen den prozentualen Anteil der CD83-
exprimierenden slanDCs an der Gesamtzahl der ausgezählten slanDCs in der jeweiligen 
Gewebeprobe dar. 
3.5 Expression von Interleukin-23 durch slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
Aktivierte slanDCs sind in der Lage, das proinflammatorische Zytokin IL-23 zu produzieren 
(Hänsel et al., 2011; Hänsel et al., 2013; Sommer et al., 2014). Diesem Zytokin wird eine Rolle 
in der Progression von Tumorerkrankungen zugeschrieben, u. a. aufgrund seiner funktionellen 
Kapazität, CD4+ T-Lymphozyten zu TH17-Zellen zu programmieren (Langrish et al., 2005; 
Kortylewski et al., 2009). Hänsel et al. zeigten in Immunfluoreszenzfärbungen die Expression 
von IL-23 durch slanDCs in psoriatisch veränderten Hautarealen (Hänsel et al., 2011). Auch 
bei der Autoimmunkrankheit Lupus erythematodes wurde die Produktion dieses Zytokins 
durch slanDCs nachgewiesen (Hänsel et al., 2013). Durch Sommer et al. wurden IL-23-
exprimierende slanDCs zudem im Darmgewebe in Fällen von akuter GvHD nach allogener 
Stammzelltransplantation detektiert (Sommer et al., 2014). 
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde nun evaluiert, ob auch slanDCs im Kolonkarzinom 
IL-23 exprimieren. Dafür wurde eine Immunfluoreszenzfärbung an elf Kolonkarzinom-
Geweben vorgenommen. Es wurden Präparate ausgewählt, die in der AP-Färbung eine hohe 
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Infiltrationsrate mit slanDCs aufwiesen. Die Detektion erfolgte als Doppelfärbung, wie unter 
2.2.3 beschrieben, mithilfe von Kaninchen Anti-human IL-23 Antikörpern, Anti-human slan 
Antikörpern und fluorochromgekoppelten Detektionsreagenzien. Es wurden mind. 20 slanDCs 
pro Präparat gezählt und der prozentuale Anteil der IL-23-exprimierenden slanDCs ermittelt. 
In zehn von elf Präparaten (90,9 %) konnte eine IL-23-Expression durch slanDCs 
nachgewiesen werden (Abbildung 12). Der Anteil der Zytokin-exprimierenden slanDCs 
erstreckte sich zwischen 0 % und 52,4 % mit einem Mittelwert von 33,8 %. In acht der elf 
Präparate exprimierten mehr als 30 % der infiltrierenden slanDCs IL-23. Die Einzelergebnisse 
für die Gewebe können Abbildung 13 entnommen werden. Diese Untersuchungen 
verdeutlichen, dass ein Teil der slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben das Zytokin IL-23 
exprimiert.  
Des Weiteren wurde mithilfe der gleichen Methodik untersucht, ob auch slanDCs in 
tumorfreien Kolon-Geweben IL-23 exprimieren. In fünf von sieben untersuchten tumorfreien 
Proben wurde eine deutlich niedrigere Dichte von IL-23+ slanDCs als in den 
korrespondierenden Kolonkarzinom-Geweben nachgewiesen (Abbildung 13).  
Zusätzlich wurde anhand von fünf Proben gezeigt, dass slanDCs einen deutlichen Anteil an 
allen IL-23-exprimierenden Zellen in Kolonkarzinom-Geweben darstellen. Im Durchschnitt 
waren 59,9 % der IL-23+ Zellen slanDCs (Spannweite: 30,8–85,2 %), Abbildung 14 zeigt die 
Einzelergebnisse der untersuchten Präparate. 
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Abbildung 12: Nachweis von IL-23-exprimierenden slanDCs in Kolonkarzinom-Gewebe. 
IL-23+ slanDCs wurden durch eine Fluoreszenz-Doppelfärbung mit Anti-slan Antikörpern und 
Anti-IL-23 Antikörpern dargestellt. Fluorochromgekoppelte Detektionsreagenzien erlaubten 
die fluoreszenzmikroskopische Auswertung. 
Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher Vergrößerung. Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Beispiel mit zwei IL-23-exprimierenden slanDCs und einer einfach positiven 
slanDC (A – slanDCs (rot), B – IL-23+ Zellen (gelb), C – Overlay aus A und B, doppelt positive 
Zellen (IL-23-exprimierende slanDCs) erscheinen orange). Eine Färbung der Zellkerne (blau) 
erfolgte mit DAPI. 
 
 
Abbildung 13: Prozentualer Anteil von IL-23-exprimierenden slanDCs in 
Kolonkarzinom-Geweben und tumorfreien Kolon-Geweben. Die IL-23+ slanDCs wurden 
durch eine Immunfluoreszenzfärbung in elf Kolonkarzinom-Gewebeproben und sieben 
tumorfreien Kolon-Geweben mit Anti-IL-23 Antikörpern, Anti-slan Antikörpern und 
fluorochrommarkierten Reagenzien detektiert und ausgezählt. Das Diagramm stellt die IL-23-
Expression durch slanDCs in den einzelnen untersuchten Gewebeproben dar. Die Säulen 
geben den prozentualen Anteil von IL-23-exprimierenden slanDCs an allen gezählten slanDCs 
einer Gewebeprobe an. 
52
36
6
10
48
45
0
32
52
40
51
59
7
0 0
6
15
52
0
10
20
30
40
50
60
70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
IL
-2
3
+
  
s
la
n
D
C
s
 (
%
)
Gewebeproben-Nr. Tumorgewebe
tumorfreies Gewebe
  Ergebnisse 
47 
 
 
Abbildung 14: Prozentualer Anteil von IL-23-exprimierenden slanDCs an allen IL-23+ 
Zellen in Kolonkarzinom-Geweben. Es erfolgte eine Detektion von IL-23+ slanDCs in fünf 
Kolonkarzinom-Gewebeproben durch Immunfluoreszenzfärbungen mit Anti-IL-23 Antikörpern, 
Anti-slan Antikörpern und fluorochrommarkierten Sekundärantikörpern bzw. 
fluorochrommarkiertem Streptavidin. Das Diagramm stellt die IL-23-Expression durch slanDCs 
der einzelnen untersuchten Gewebeproben dar. Die Säulen geben den prozentualen Anteil 
von IL-23-exprimierenden slanDCs an allen gezählten IL-23+ Zellen einer Gewebeprobe an. 
3.6 Expression von Tumornekrosefaktor- durch slanDCs in Kolonkarzinom-
Geweben 
Das Zytokin TNF- ist ein Protein, welches vor allem von Makrophagen, DCs, Lymphozyten 
und Mastzellen produziert wird und entweder auf der Oberfläche dieser Zellen als Homotrimer 
vorliegt oder als löslicher Faktor freigesetzt wird (Hehlgans und Pfeffer, 2005). TNF-fördert 
Entzündungsreaktionen durch das Anlocken von Immunzellen und reguliert die lokale 
Blutgerinnung im Rahmen entzündlicher Geschehen. Das Zytokin wirkt zudem aktivierend auf 
Makrophagen und DCs und ist an der Entstehung von Fieber beteiligt (Waters et al., 2013b). 
Nach derzeitigen Erkenntnissen kann TNF-sowohl das Wachstum von Tumoren fördern als 
auch verschiedene Zelltodformen in Tumorzellen wie Apoptose, Nekroptose oder Autophagie 
induzieren (Waters et al., 2013a). 
In mehreren Publikationen konnte bisher eine TNF- Produktion durch slanDCs nachgewiesen 
werden, sowohl in vitro als auch mithilfe immunhistochemischer Färbungen in 
Gewebeschnitten (Schäkel et al., 2002; Hänsel et al., 2011; Hänsel et al., 2013; Sommer et 
al., 2014). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob auch slanDCs im 
Kolonkarzinom die Fähigkeit besitzen, dieses proinflammatorische Zytokin zu exprimieren. 
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Dafür wurde eine Immunfluoreszenzfärbung, wie unter 2.2.3 beschrieben, von 13 
Kolonkarzinom-Geweben vorgenommen, welche sich in der AP-Färbung durch eine dichte 
Infiltration mit slanDCs ausgezeichnet hatten. Die Detektion der Zytokin-exprimierenden Zellen 
erfolgte mit einer Doppelfärbung von TNF-und slan. Fluorochromgekoppelte 
Sekundärantikörper bzw. fluorochromgekoppeltes Streptavidin erlaubten die Auswertung 
unter dem Mikroskop. Es wurde der prozentuale Anteil der TNF--exprimierenden slanDCs 
ermittelt. 
Eine TNF- Produktion durch slanDCs konnte in neun von 13 untersuchten Präparaten (69,2 
%) nachgewiesen werden (Abbildung 15). Der Mittelwert betrug 11,1 % und die Spannweite 
erstreckte sich zwischen 0 % und 39,5 % Expression. Die Einzelergebnisse für die Gewebe 
zeigt Abbildung 16. Diese Untersuchungen zeigen, dass nur ein geringer Teil der slanDCs im 
Kolonkarzinom das Zytokin TNF- exprimiert. 
Abbildung 17 zeigt eine Gegenüberstellung der Expression von CD83, IL-23 und TNF-durch 
slanDCs in den untersuchten Kolonkarzinom-Geweben. 
 
Abbildung 15: Nachweis einer TNF--exprimierenden slanDC in Kolonkarzinom-
Gewebe. Es erfolgte eine Fluoreszenz-Doppelfärbung zur Darstellung von TNF-+ slanDCs 
mit Anti-slan Antikörpern und Anti-TNF- Antikörpern. Fluorochromgekoppelte 
Detektionsreagenzien ermöglichten die Auswertung. 
Die Aufnahmen erfolgten bei 400-facher originaler Vergrößerung. Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Beispiel mit Darstellung einer einfach positiven slanDC und einer TNF--
exprimierenden slanDC (A – slanDCs (rot), B – TNF-+ Zelle (grün), C – Overlay von A und B 
mit einer doppelt positiven Zelle in gelb (TNF--exprimierende slanDC)). Die Färbung der 
Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. 
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil von TNF--exprimierenden slanDCs in 
Kolonkarzinom-Geweben. Der Nachweis der TNF-+ slanDCs erfolgte durch eine 
Immunfluoreszenzfärbung in 13 Kolonkarzinom-Gewebeproben mithilfe von Anti-TNF- 
Antikörpern, Anti-slan Antikörpern und fluorochromgekoppelten Detektionsreagenzien. Das 
Diagramm zeigt die Einzelergebnisse der TNF--Expression durch slanDCs in den 
untersuchten Geweben. Die Säulen bilden den prozentualen Anteil der TNF--exprimierenden 
slanDCs an allen ausgezählten slanDCs in der jeweiligen Gewebeprobe ab. 
 
5
10
38
0
15
0 0
7
0
39
11
13
6
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
T
N
F
-
+
 s
la
n
D
C
s
 (
%
)
Gewebeproben-Nr.
46,72
33,80
11,06
0
10
20
30
40
50
CD83 IL-23 TNF-α
M
a
rk
e
re
x
p
re
s
s
io
n
 d
e
r 
s
la
n
D
C
s
 (
%
)
  Ergebnisse 
50 
 
Abbildung 17: Vergleich der Markerexpression durch slanDCs in Kolonkarzinom-
Geweben. Das Diagramm zeigt die Expression von CD83, IL-23 und TNF- durch slanDCs in 
Kolonkarzinom-Gewebeproben im Vergleich. Die Säulen stellen den Mittelwert der 
Einzelergebnisse der Gewebeproben dar.  
3.7 Kolokalisation von slanDCs und CD3+ T-Lymphozyten in Kolonkarzinom-
Geweben 
DCs sind im reifen Zustand in der Lage, naive T-Zellen in SLOs und Effektor-T-Lymphozyten 
zu aktivieren und die Differenzierung der verschiedenen T-Zell-Subpopulationen zu steuern. 
Für diese Aktivierungs- und Differenzierungsprozesse von T-Lymphozyten durch DCs müssen 
sie sich zueinander in räumlicher Nähe befinden und es sind mehrere Signale erforderlich 
(Reis e Sousa, 2006; Sabatté et al., 2007). T-Lymphozyten wird eine entscheidende Rolle in 
der Abwehr von Tumoren zugeschrieben: CTLs sind in der Lage, antigenspezifisch einen 
programmierten Zelltod in Tumorzellen zu induzieren und werden dabei von CD4+ TH-Zellen 
unterstützt (Hung et al., 1998; Weigelin et al., 2011). T-Zell-Infiltrate mit den verschiedenen 
Subtypen von T-Lymphozyten stellen daher einen wichtigen Bestandteil der Tumor-
Mikroumgebung dar und sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen der letzten Jahre. 
Besonders auch im KRK wurde die prognostische Bedeutung der verschiedenen T-
Lymphoyzten evaluiert (Galon et al., 2006; Tosolini et al., 2011). 
SlanDCs können in vitro sowohl ruhende T-Zellen aktivieren als auch eine T-Zellantwort 
gegenüber einem Neoantigen generieren (Schäkel et al., 1998; Schäkel et al., 2002). Sommer 
et al. zeigten zudem bei der akuten GvHD eine in vivo Kolokalisation der dort detektierten 
slanDCs mit CD3+ T-Zellen (Sommer et al., 2014). Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit 
untersucht werden, ob auch im Kolonkarzinom slanDCs in unmittelbarer Nähe zu T-Zellen 
detektiert werden können, wodurch man auf eine Interaktion zwischen den Zelltypen schließen 
könnte. Zu diesem Zweck wurden zehn Präparate mit einer immunhistochemischen 
Doppelfärbung des T-Lymphozyten-Markers CD3 und der slan-Struktur gefärbt und 
anschließend mithilfe von fluorochromgekoppelten Detektionsreagenzien unter dem 
Fluoreszenzmikroskop visualisiert. In allen Präparaten konnten slanDCs in räumlicher 
Beziehung zu T-Zellen nachgewiesen werden. Ein Beispiel davon zeigt Abbildung 18. Diese 
Ergebnisse weisen auf eine in vivo Interaktion zwischen slanDCs und T-Zellen in 
Kolonkarzinom-Geweben hin. 
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Abbildung 18: Nachweis einer Kolokalisation einer slanDC und mehrerer CD3+ T-
Lymphozyten in Kolonkarzinom-Gewebe. Zum Nachweis einer Kolokalisation zwischen 
slanDCs und T-Lymphozyten im Kolonkarzinom wurde eine Fluoreszenzfärbung zur 
Darstellung von slanDCs und CD3+ T-Lymphozyten mithilfe von Anti-slan Antikörpern und Anti-
CD3 Antikörpern durchgeführt. Fluorochromgekoppelte Sekundärantikörper bzw. 
fluorochromgekoppeltes Streptavidin erlaubten die Auswertung unter einem 
Fluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen erfolgten bei 400-facher originaler Vergrößerung. Die 
Abbildung zeigt ein repräsentatives Beispiel einer derartigen Kolokalisation mit mehreren CD3+ 
T-Lymphozyten und einer slanDC (A – slanDC (rot), B – CD3+ T-Lymphozyten, C – Overlay 
von A und B). Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI angefärbt. 
3.8 Detektion von slanDCs in tertiären lymphoiden Strukturen von 
Kolonkarzinom-Geweben 
In Lokalisationen mit andauernder Präsenz von Antigenen und der Notwendigkeit einer 
Rekrutierung und Aktivierung von Lymphozyten können sich sogenannte TLS, auch als tertiäre 
lymphoide Organe oder ektopes lymphatisches Gewebe bezeichnet, nach dem Vorbild von 
SLOs durch lymphatische Neogenese herausbilden (Neyt et al., 2012). Zunächst  wurden 
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diese Strukturen bei  Autoimmunkrankheiten wie z. B. rheumatoider Arthritis (Takemura et al., 
2001), mikrobiellen Infektionen (z. B. bei  chronischer Helicobacter pylori Gastritis (Stolte und 
Eidt, 1989)) und chronischen Transplantatabstoßungen (Thaunat et al., 2005) nachgewiesen. 
Inzwischen konnte das Vorkommen derartiger Strukturen auch bei einigen primären 
Karzinomen gezeigt werden (Goc et al., 2013), Bergomas et al. wiesen solche 
Immunzellaggregate im KRK nach (Bergomas et al., 2011). 
Nachdem bereits gezeigt wurde, dass die slanDCs im Kolonkarzinom mit T-Lymphozyten 
kolokalisieren, sollte nun untersucht werden, ob diese slanDCs auch in TLS in Kolonkarzinom-
Geweben nachweisbar sind. Dafür wurde eine immunhistochemische Färbung an fünf 
vorselektierten Präparaten durchgeführt, wie unter 2.2.6 erläutert. Es wurden Präparate 
ausgewählt, die in der AP-Färbung oder der T-Zell-Kolokalisationsfärbung mehrfache ovale 
bis runde dichte Zellaggregate aufwiesen. Die Färbung erfolgte mit Antikörpern gerichtet 
gegen den B-Lymphozytenmarker CD20, den T-Zellmarker CD3 und die slan-Struktur. 
Fluorochromgekoppelte Sekundärantikörper bzw. fluorochromgekoppeltes Streptavidin 
erlaubten die Visualisierung unter dem Fluoreszenzmikroskop. 
In allen gefärbten Präparaten wurden Lymphozytenaggregate mit unterschiedlich 
ausgeprägter B- und T-Zell-Zone gefunden. Interessanterweise konnten slanDCs in den T-
Zell-Zonen derartiger Strukturen nachgewiesen werden (Abbildung 19). Diese Untersuchung 
zeigt erstmalig, dass slanDCs in TLS vorhanden sind und dort vornehmlich in der T-Zell-Zone 
lokalisiert sind. 
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Abbildung 19: Darstellung einer tertiären lymphoiden Struktur mit slanDCs, CD3+ T-
Lymphozyten und CD20+ B-Lymphozyten in einem Kolonkarzinom-Gewebe. Es erfolgte 
eine Fluoreszenzfärbung mit Antikörpern gerichtet gegen slan, CD3 und CD20 zur Darstellung 
von slanDCs und T- und B-Lymphozyten. Fluorochromgekoppelte Detektionsreagenzien 
ermöglichten die Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen erfolgten 
bei 100-facher originaler Vergrößerung (A-D) bzw. 200-facher originaler Vergrößerung (E). Die 
Abbildung zeigt ein repräsentatives Beispiel einer TLS in Kolonkarzinom-Gewebe (A – 
slanDCs (rot), B – CD20+ B-Lymphozyten (grün), C – CD3+ T-Lymphozyten (gelb), D – Overlay 
von A-C mit Verdeutlichung der Zonierung von B- und T-Lymphozyten, E – Detailansicht aus 
D mit zwei slanDCs in Kontakt mit T-Lymphozyten in der T-Zell-Zone der TLS). Die Anfärbung 
der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. 
3.9 Expression von CD83 durch slanDCs in TLS von Kolonkarzinom-Geweben 
Nachdem in den vorangegangenen Untersuchungen eine Präsenz von slanDCs in der T-Zell-
Zone von TLS gezeigt werden konnte, sollten diese anschließend genauer charakterisiert 
werden. Zunächst stellte sich die Frage, ob ein Teil der dort lokalisierten slanDCs ebenfalls 
den Ausreifungsmarker CD83 exprimiert. Diese phänotypisch reifen slanDCs könnten, 
insbesondere aufgrund ihrer strategisch günstigen Lokalisation, an der Modulation einer 
Tumor-gerichteten T-Zell-Antwort in den TLS beteiligt sein.  
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In fünf Präparaten, welche in der vorangegangenen Färbung eine hohe Dichte an TLS 
aufwiesen, wurden die Oberflächenmarker CD20, CD3, slan und CD83 fluoreszenzmarkiert 
(siehe unter 2.2.7). Eine Anfärbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Anschließend wurden die 
Immunfluoreszenzfärbungen mithilfe eines Fluoreszenzmikroskop-Systems ausgewertet. Es 
wurde der prozentuale Anteil CD83-exprimierender slanDCs an den in der T-Zell-Zone 
möglicher TLS lokalisierten slanDCs ermittelt.   
CD83-exprimierende slanDCs konnten in allen untersuchten Präparaten in der T-Zell-Zone 
möglicher TLS in unterschiedlichen Anteilen nachgewiesen werden. Abbildung 20 zeigt ein 
Beispiel von einer CD83+ und einer CD83- slanDC in der T-Zell-Zone. Im Durchschnitt 
exprimierten 33,7 % der slanDCs den Reifemarker. Dabei wiesen zwei Präparate eine sehr 
hohe Expression von CD83+ slanDCs mit 71,4 % bzw. 65,0 % auf. In einer Gewebeprobe 
konnten jedoch nur 6,7 % slanDCs mit Markerexpression detektiert werden. Anhand dieser 
Färbungen konnte nachgewiesen werden, dass ein Teil der in TLS lokalisierten slanDCs den 
Reifemarker CD83 exprimieren, weshalb von einer phänotypischen Reife dieser Zellen 
ausgegangen werden kann. 
 
Abbildung 20: CD83-Expression einer slanDC in der T-Zell-Zone einer TLS. Es erfolgte 
eine Fluoreszenzfärbung zur Darstellung von CD83+ slanDCs und CD3+ T-Lymphozyten 
mithilfe von Anti-slan Antikörpern, Ánti-CD83 Antikörpern und Anti-CD3 Antikörpern. Durch 
fluorochromgekoppelte Sekundärantikörper bzw. fluorochromgekoppeltes Streptavidin 
konnten die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Die Aufnahmen 
erfolgten bei 200-facher originaler Vergrößerung. Die Abbildung zeigt ein Beispiel eines 
Ausschnitts einer möglichen T-Zell-Zone einer TLS in einer Kolonkarzinom-Gewebeprobe mit 
T-Lymphozyten und zwei slanDCs, von denen eine CD83 exprimiert (A – CD3+ T-Lymphozyten 
(magenta), B – CD83+ Zellen (grün), C – slanDCs (rot), D – Overlay von A-C, die CD83-
exprimierende slanDC erscheint gelb.) Eine Zellkernfärbung (blau) erfolgte mit DAPI. 
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3.10 Expression von IL-23 durch slanDCs in TLS von Kolonkarzinom-Geweben 
Ausgehend von den Ergebnissen einer Expression von IL-23 durch slanDCs in 
Kolonkarzinom-Geweben, wurde anschließend untersucht, ob slanDCs in den T-Zell Zonen 
der TLS dieses Zytokin exprimieren und dadurch direkt T-Zellen beeinflussen  können. 
An Präparaten, welche bereits durch ihre hohe Dichte an TLS aufgefallen waren, wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen von IL-23, CD4, CD20 und slan vorgenommen. Die Zellkerne 
wurden mit DAPI dargestellt. Die Auswertung erfolgte anschließend mithilfe des 
Fluoreszenzmikroskops. In fünf Präparaten wurde der prozentuale Anteil IL-23-exprimierender 
slanDCs an den in TLS lokalisierten slanDCs ermittelt.   
In vier von fünf Präparaten (80 %) konnten IL-23-exprimierende slanDCs innerhalb von T-Zell-
Zonen möglicher TLS detektiert werden (Abbildung 21). Der Mittelwert betrug 29,1 % mit einer 
Spannweite von 0 %–65,2 %. Diese Untersuchung gibt Hinweise, dass auch TLS-assoziierte 
slanDCs das Zytokin IL-23 exprimieren, und so möglicherweise eine wichtige Rolle in der IL-
23/IL-17 Achse spielen könnten.  
Abbildung 21: IL-23-Expression einer slanDC in der T-Zell-Zone einer TLS. Es erfolgte 
eine Fluoreszenzfärbung zur Darstellung von IL-23+ slanDCs und CD4+ T-Lymphozyten 
mithilfe von Anti-slan Antikörpern, Ánti-IL-23 Antikörpern und Anti-CD4 Antikörpern. 
Fluorochromgekoppelte Sekundärantikörper bzw. fluorochromgekoppeltes Streptavidin 
erlaubten die Detektion der Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen 
erfolgten bei 200-facher originaler Vergrößerung. Die Abbildung zeigt ein Beispiel eines 
Ausschnitts einer T-Zell-Zone einer möglichen TLS im Kolonkarzinom mit zwei slanDCs, von 
denen eine IL-23 exprimiert, umgeben von T-Lymphozyten (A – CD4+ T-Lymphozyten (grün), 
B – IL-23+ Zellen (gelb), C – slanDCs (rot), D – Overlay von A-C, die IL-23-exprimierende 
slanDC erscheint orange). Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt.  
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4 Diskussion 
4.1 DCs als zentrale Mediatoren einer Tumor-gerichteten Immunantwort 
DCs stellen als professionelle APCs eine entscheidende Verbindung zwischen angeborenem 
und adaptivem Immunsystem dar und sind unerlässlich für die Induktion und Aufrechterhaltung 
einer Tumor-gerichteten Immunantwort (Steinman und Banchereau, 2007; Palucka und 
Banchereau, 2012; Strioga et al., 2013). 
Im Rahmen von Tumorerkrankungen können unreife DCs aus den Blutgefäßen in das 
entartete Gewebe einwandern und dort Zellfragmente von apoptotischen oder nekrotischen 
Tumorzellen aufnehmen. Diese Peptide werden im Zellinneren prozessiert und auf MHC-
Klasse-I- oder MHC-Klasse-II-Molekülen auf der Zelloberfläche präsentiert (Dhodapkar et al., 
2008; Strioga et al., 2013). Erfolgt zudem eine Aktivierung der DCs durch DAMPs, z. B. von 
sterbenden Tumorzellen freigesetzte Hitzeschockproteine, beginnen die DCs auszureifen. 
Auch proinflammatorische Zytokine von anderen infiltrierenden Immunzellen stimulieren die 
Ausreifung (Reis e Sousa, 2004; Nace et al., 2012; Garg et al., 2014). Während dieses 
Vorgangs wird die Expression kostimulatorischer Moleküle auf der Zelloberfläche angeregt 
und die DCs beginnen mit der Neusynthese und Sekretion verschiedener Zytokine. Es erfolgt 
eine Migration in die Tumor-drainierenden Lymphknoten. Dort kann nun eine Tumor-gerichtete 
T-Zell-Antwort durch die Interaktion der aktivierten DCs mit naiven antigenspezifischen CD4+ 
oder CD8+ T-Lymphozyten induziert werden (Banchereau et al., 2000; Sabatté et al., 2007; 
Strioga et al., 2013). CD8+ T-Lymphozyten differenzieren sich nach Aktivierung in CTLs und 
gelangen über die systemische Blutzirkulation in das Tumorgewebe, wo sie durch ihr 
zytotoxisches Potenzial Tumorzellen antigenspezifisch lysieren können (Weigelin et al., 2011). 
Verschiedene Subpopulationen von TH-Zellen, welche sich aus naiven CD4+ T-Zellen 
entwickeln, wandern ebenfalls in den Tumor ein. Besonders TH1-Zellen unterstützen u. a. die 
Stimulation von CD8+ T-Lymphozyten durch DCs und die Aktivierung von Makrophagen (Hung 
et al., 1998; Behrens et al., 2004).  
Zusätzlich zur Aktivierung von T-Lymphozyten sind DCs auch in der Lage, die Zytotoxizität 
von NK-Zellen gegenüber Tumorzellen zu verstärken (Moretta, 2005; Wehner et al., 2011). 
Außerdem wurde für bestimmte Subpopulationen ein eigenständiges tumorizides Potential u. 
a. über die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins TNF- nachgewiesen (Schmitz et al., 
2005; Tel et al., 2014). Aufgrund dieser zentralen Stellung in der immunologischen Abwehr 
von Tumoren kommt DCs derzeit eine große Bedeutung in der Forschung zu, besonders im 
Hinblick auf die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Ansätze in der Tumortherapie.  
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4.2 DCs als Komponente des Immunzellinfiltrats im Kolonkarzinom 
Infiltrierende Immunzellen stellen einen wichtigen Bestandteil der Mikroumgebung zahlreicher 
Tumoren dar. Diese Immunzellinfiltrate weisen einen stark heterogenen Charakter auf und 
setzen sich aus verschiedenen Immunzelltypen zusammen wie B- und T-Lymphozyten, NK-
Zellen, Makrophagen oder DCs (Fridman et al., 2012; Fridman et al., 2014; Giraldo et al., 
2014). Die verschiedenen infiltrierenden Immunzell-Populationen sind abhängig von der 
Tumorentität mit einer verbesserten oder verschlechterten Prognose der Erkrankung 
assoziiert (Fridman et al., 2012). 
Auch KRKs gehören zu den immunogenen Tumoren mit einer ausgeprägten Infiltration durch 
verschiedene Immunzellen. Besonders der Rolle von infiltrierenden T-Lymphozyten wird eine 
große Bedeutung in der derzeitigen Forschung zugeschrieben. So ist eine dichte Infiltration 
mit CD3+ T-Lymphozyten, CTLs und Gedächtnis-T-Lymphozyten mit einer guten Prognose 
unabhängig vom UICC-Stadium assoziiert (Pages et al., 2005; Galon et al., 2006; Pages et 
al., 2009; Fridman et al., 2012). Im Rahmen der geplanten Etablierung des Immunoscores 
sollen Aussagen zur Prognose und Therapieentscheidung auf Grundlage dieses individuellen 
Immunzellinfiltrats getroffen werden (Galon et al., 2012; Galon et al., 2014). Neben den 
verschiedenen Populationen von T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen berichten 
einige Veröffentlichungen auch über DCs als Komponente des Immunzellinfiltrats des 
Kolonkarzinoms (Karthaus et al., 2012; Legitimo et al., 2014). 
4.2.1 Immunhistochemischer Nachweis von DCs in Kolonkarzinom-Geweben 
Zur Detektion von DCs in Kolonkarzinom-Geweben wurden bisher verschiedene Marker im 
Rahmen immunhistochemischer Färbungen verwendet. Dabei wurden zum Teil verschiedene 
Tumorkompartimente unterschieden: Die intraepitheliale DC-Infiltration wurde untersucht, d. 
h. DCs lokalisiert direkt im maligne-transformierten Epithel, außerdem die Infiltration des 
Stromas, welches die Tumorzellen umgibt. Einige Gruppen unterschieden zudem das Stroma 
des peripher gelegenen invasiven Randbereichs des Karzinoms. Grundsätzlich wurden die 
meisten DCs im Tumorzell-umgebenden Stroma und im peripher gelegenen Randbereich 
detektiert. Intraepithelial fand sich meist nur eine sehr geringe DC-Infiltrationsdichte.  
Ambe et al. quantifizierten erstmalig DCs im Kolonkarzinom anhand des Markers S-100 und 
wiesen eine Akkumulation von S-100+ DCs im Vergleich zu gesunder Mukosa nach mit einer 
sowohl intraepithelialen, als auch stromalen Verteilung in vornehmlich peripheren 
Tumorarealen (Ambe et al., 1989). In nachfolgenden Studien wurden diese Ergebnisse 
bestätigt und S-100+ DCs zusätzlich in Lymphfollikeln der Submukosa detektiert (Nakayama 
et al., 2003). Später untersuchte eine weitere Forschungsgruppe die DC-Infiltration in 145 
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Kolonkarzinomen durch DCs mithilfe der Marker S-100, HLA-DR, des Ausreifungsmarkers 
CD83 und CD1azur Identifikation unreifer DCs. Die höchste Frequenz wiesen S-100+ und 
HLA-DR+ DCs auf. CD83+ DCs wurden in sehr geringer Anzahl detektiert. Letztere wurden, 
wie auch alle anderen untersuchten DCs, vermehrt im invasiven Randbereich und weniger im 
Tumorzentrum nachgewiesen (Gulubova et al., 2012). Die Autoren interpretierten diese 
Verteilung als eine mögliche Migration reifer DCs aus dem Tumorgewebe in die peripheren 
Lymphknoten, um die aufgenommenen Antigene den dort lokalisierten T-Zellen zu 
präsentieren und eine Tumor-gerichtete Immunantwort zu induzieren (Gulubova et al., 2012).  
Eine niederländische Arbeitsgruppe untersuchte Kolonkarzinom-Gewebe auf die Infiltration 
durch HLA-DR+ und S-100+ DCs und detektierte die höchste Anzahl dieser Zellen im Stroma. 
Im Gegensatz dazu wurde nur eine eher geringe intraepitheliale Infiltration mit vornehmlich S-
100+ DCs nachgewiesen (Dadabayev et al., 2004). Eine höhere Anzahl dieser intraepithelialen 
DCs korrelierte mit einer vermehrten intraepithelialen Frequenz von CD4+ und CD8+ T-Zellen. 
Später führten sie zudem immunhistochemische Färbungen von CD208, als Marker für reife 
DCs, und CD1a durch, wobei intraepithelial deutlich mehr unreife DCs als ausgereifte 
detektiert wurden (Dadabayev et al., 2004; Sandel et al., 2005). Im invasiven Randbereich 
konnte die höchste Anzahl CD208+ DCs detektiert werden. Des Weiteren konnten CD1a+ DCs 
vornehmlich im Randbereich und in höheren Frequenzen als CD208+ DCs nachgewiesen 
werden, im Gegensatz zu diesen jedoch auch in relevanter Anzahl intraepithelial (Suzuki et 
al., 2002; Sandel et al., 2005).  
Schwaab et al. untersuchten reife DCs im Kolonkarzinom mittels immunhistochemischer 
Färbungen der Marker CD83, CD86, HLA-DR und CD40 und stellten eine verminderte 
Frequenz von CD83+ DCs im Vergleich zu direkt angrenzender tumorfreier Mukosa fest. Auch 
eine Präsenz dieser reifen DCs in der Randzone von lymphoiden Aggregaten wurde 
beschrieben. In Doppelfärbungen wurde zudem festgestellt, dass die verwendeten 
Reifemarker größtenteils gemeinsam auf DCs exprimiert werden (Schwaab et al., 2001). Auch 
Suzuki et al. untersuchten die Infiltration durch CD83+ DCs und beschrieben ihre Akkumulation 
vornehmlich in Clustern mit T-Lymphozyten (Suzuki et al., 2002). In einer weiteren 
Veröffentlichung wurden S-100+ und CD1a+ DCs im Epithel und Stroma von Kolonkarzinomen 
detektiert (Nagorsen et al., 2007). Eine verstärkte stromale Infiltration mit S-100+ DCs 
korrelierte mit einer verminderten systemischen T-Zell-Antwort und einer erhöhten Frequenz 
von Tregs. CD209, als ein weiterer Marker zur Identifikation unreifer DCs, wurde hingegen nur 
in geringem Maße auf DCs nachgewiesen (Nagorsen et al., 2007).  
Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte nicht nur die Infiltration von KRK-Geweben mit reifen 
(CD83+, CD208+) und unreifen (CD1a+) DCs, sondern auch kolorektale Adenome und 
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tumorfreie Mukosa (Yuan et al., 2008). In KRK-Geweben wurde eine ähnliche Verteilung von 
reifen DCs beobachtet wie bisher beschrieben: vornehmliche Lokalisation im Stroma des 
invasiven Randbereichs und in Immunzellinfiltraten. Zudem wurde die Untersuchung von 
Schwaab et al. bestätigt bzgl. einer verminderten Frequenz reifer DCs in KRK-Geweben im 
Vergleich zum Adenom und zur unveränderten Mukosa. Jedoch wurden im KRK sowohl 
intraepithelial als auch stromal vermehrt unreife DCs nachgewiesen (Yuan et al., 2008). 
4.2.2 Zielstrukturen eingesetzter Antikörper in immunhistochemischen Färbungen 
von DCs 
Die Marker, welche in den immunhistochemischen Färbungen der bisherigen 
Veröffentlichungen zum Nachweis nativer DCs in KRK-Geweben verwendet wurden, weisen 
zum Teil keine ausreichend hohe Spezifität zur Detektion von DCs auf (Karthaus et al., 2012). 
Einen häufig verwendeten Marker zur Untersuchung einer DC-Infiltration in Tumoren stellt das 
Protein S-100 dar, lange Zeit der einzige Marker für Tumor-infiltrierende DCs (Karthaus et al., 
2012). Dieses Protein wurde ursprünglich in neuronalem Gewebe des Gehirns nachgewiesen, 
später wurde die Expression auf DCs gezeigt. Seitdem wird S-100 als ein allgemeiner Marker 
für DCs unabhängig von deren Reifezustand eingesetzt. Jedoch färben Anti-S-100 Antikörper 
auch neuronales Darmgewebe wie Ganglien und zudem Makrophagen (Perez et al., 2005; 
Gulubova et al., 2012; Karthaus et al., 2012). Bisherige Veröffentlichungen behalten sich 
jedoch vor, Ganglienzellen aufgrund ihrer zellulären Form und Makrophagen anhand ihrer 
Verteilung im Gewebe von DCs zu unterscheiden (Ambe et al., 1989; Dadabayev et al., 2004; 
Gulubova et al., 2012). In Doppelfärbungen mit CD163 stellten Nagorsen et al. fest, dass ca. 
20 % der detektierten S-100+ Zellen doppelt positiv erschienen und daher zu den Makrophagen 
gerechnet werden mussten (Nagorsen et al., 2007). 
HLA-Klasse-II-Moleküle wie HLA-DR sind auf der Oberfläche aller DCs vorhanden, jedoch wird 
die Expression bei Ausreifung stark hochreguliert, weshalb diese Moleküle vornehmlich als 
Marker für reife DCs eingesetzt werden (Dadabayev et al., 2004; Sabatté et al., 2007; Collin 
et al., 2013). In geringerem Ausmaß wurden HLA-Klasse-II-Moleküle jedoch auch auf 
Makrophagen, B-Lymphozyten und aktivierten T-Lymphozyten detektiert (Dadabayev et al., 
2004). 
Zur Betrachtung des Reifezustands von DCs existieren verschiedene Marker zur 
Unterscheidung reif-unreif. CD1a, zunächst auf Langerhans-Zellen nachgewiesen, wird häufig 
zur Detektion unreifer DCs eingesetzt (Bell et al., 1999; Perez et al., 2005). Der Nachweis von 
DCs mithilfe dieses Markers ist jedoch auf wenige Subpopulationen von DCs im Gewebe und 
auf DCs, in vitro aus Monozyten generiert, begrenzt (Brigl und Brenner, 2004). Karthaus et al. 
beschreiben zudem, dass eine Expression von CD1a sowohl auf unreifen, als auch reifen DCs 
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gezeigt werden konnte (Karthaus et al., 2012). Zur immunhistochemischen Färbung reifer DCs 
stehen Antikörper gegen CD83 oder CD208 (DC-LAMP) zur Verfügung (Saint-Vis et al., 1998; 
Perez et al., 2005; Karthaus et al., 2012). CD209 (DC-SIGN) stellt einen DC-spezifischen 
Marker unreifer DCs dar, welcher jedoch nach Geijtenbeek et al. auch auf reifen DCs detektiert 
werden kann (Geijtenbeek et al., 2000; Karthaus et al., 2012). 
Diese vielfältigen Widersprüche verdeutlichen die Notwendigkeit der Etablierung neuer 
Marker, um verwertbare Informationen über die Verteilung und die prognostische Bedeutung 
von DCs in Tumorgeweben zu erhalten (Karthaus et al., 2012). Die Verwendung der 
vorgestellten Marker erlaubt zwar die Beschreibung einer Präsenz und zum Teil auch 
Aussagen bezüglich des Reifezustands der DCs im Kolonkarzinom, ermöglicht aber keine 
Angaben über die Zugehörigkeit der detektierten DCs zu den bestimmten humanen 
Subpopulationen. Die Untersuchung Tumor-infiltrierender DCs ist jedoch nicht nur durch den 
Gebrauch dieser unterschiedlichen Marker, sondern auch aufgrund ihrer relativ niedrigen 
Frequenz und der starken interindividuellen Heterogenität erschwert (Tran Janco et al., 2015). 
4.2.3 SlanDCs als DC-Subpopulation in Kolonkarzinom-Geweben 
Bisher gibt es nur sehr wenige Veröffentlichungen in denen DCs einer bestimmten 
Subpopulation in KRK-Geweben beschrieben wurden. Gai et al. untersuchten KRK-Gewebe, 
tumorfreie Kolonschleimhaut und Tumor-drainierende bzw. tumorfreie Lymphknoten auf eine 
Infiltration durch mDCs und pDCs mithilfe der Marker CD11c und CD123. CD123+ pDCs 
konnten im Tumorgewebe häufiger detektiert werden als in tumorfreien Arealen und das 
pDC/mDC-Verhältnis in Tumor-drainierenden Lymphknoten war signifikant erhöht (Gai et al., 
2013). Huang et al. beschrieben in Blutproben von Kolonkarzinom-Erkrankten eine 60-%ige 
Reduktion zirkulierender DCs im Vergleich zu gesunden Kontrollen mit einer Rückkehr zum 
Normalzustand nach kompletter Resektion des Karzinoms. Diese Reduktion ist assoziiert mit 
einer verstärkten Infiltration von CD1a+ und Langerin+ Langerhans-Zellen in der angrenzenden 
Mukosa des Primärtumors (Huang et al., 2003). Eine andere Studie bestätigte diese Reduktion 
von zirkulierenden DCs, insbesondere der pDC-Population, mit Fortschreiten der Erkrankung 
(Orsini et al., 2014). Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte ebenfalls eine reduzierte Dichte 
zirkulierender DCs im Verlauf der Tumorerkrankung, welche zudem funktionelle Defekte, u. a. 
eine geringe Expression kostimulatorischer Moleküle, aufwiesen. Die reduzierte Zellzahl 
korrelierte dabei mit einem hohen Serumlevel des proangiogenetischen VEGFs (Della Porta 
et al., 2005). 
SlanDCs stellen eine Subpopulation von Blut-DCs dar und werden zu den CD16+ mDCs 
gerechnet (Schäkel et al., 1998; Schäkel et al., 2002). SlanDCs unterscheiden sich von 
CD141+ und CD1c+ DCs durch die Ausprägung von slan anstatt des „cutaneous lymphocyte 
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antigen“ als Kohlenhydratmodifikation auf PSGL1. Zudem weisen sie charakteristischerweise 
eine Expression des Fc-Rezeptors III (CD16) und der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und 
C5aR auf (Schäkel et al., 2002). Eine Akkumulation von slanDCs wurde bereits in 
Gewebeproben verschiedener inflammatorischer Erkrankungen wie Psoriasis oder Lupus 
erythematodes und in Tumor-drainierenden Lymphknotenmetastasen detektiert (Hänsel et al., 
2011; Hänsel et al., 2013; Sommer et al., 2014; Vermi et al., 2014). Auch in entzündlichen 
Erkrankungen des ZNS scheinen slanDCs eine Rolle zu spielen. Eine Präsenz von slanDCs 
konnte dort u. a. im Hirngewebe und im Liquor von Multiple Sklerose-Erkrankten und im 
Rahmen von Enzephalitiden und Meningitiden gezeigt werden (Thomas et al., 2014; Thomas 
et al., 2016). SlanDCs akkumulieren des Weiteren in der Mukosa entzündeter Darmabschnitte 
infolge eines Morbus Crohn (Bsat et al., 2015). Zudem konnten slanDCs kürzlich in 
Primärtumor-Geweben, Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen von klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen nachgewiesen werden (Toma et al., 2015). 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Infiltration von 47 Kolonkarzinom-Geweben durch 
slanDCs anhand immunhistochemischer Färbungen mit Anti-human slan Antikörpern 
untersucht. Diese sind gegen die slan-Modifikation der Zellen gerichtet und erlauben so eine 
spezifische Detektion von slanDCs. Interessanterweise konnten in ca. 98 % der gefärbten 
Gewebe diese DCs in variablen Frequenzen mit einem Mittelwert von 16,07 slanDCs/mm2 
nachgewiesen werden. Wurden nur die 38 Tumorgewebe, welche in den direkten Vergleich 
mit den entsprechenden tumorfreien Kolon-Gewebeproben eingingen, betrachtet, ergab sich 
ein Mittelwert von 16,69 slanDCs/mm2. Aufgrund häufiger unspezifischer Anfärbungen dieser 
Bereiche wurden die slanDCs nicht innerhalb des Epithels quantifiziert, sondern nur im 
Stroma. SlanDCs konnten sowohl verteilt im Tumorzell-umgebenden Stroma, im Stroma des 
invasiven Randbereichs, als auch innerhalb dichter Zellaggregate detektiert werden. Diese 
ersten immunhistochemischen Färbungen zeigen, dass slanDCs eine Komponente des 
Immunzellinfiltrats von Kolonkarzinomen darstellen. Im Vergleich dazu wurden in den 38 
untersuchten korrespondierenden tumorfreien Geweben derselben Erkrankten mit 9,25 
slanDCs/mm2 signifikant niedrigere Frequenzen infiltrierender slanDCs nachgewiesen.  
Des Weiteren wurden pDCs in Kolonkarzinomen quantifiziert. Da CD123 nicht nur auf pDCs, 
sondern auch auf anderen Zellen im Gewebe wie Makrophagen, Granulozyten und 
Endothelzellen exprimiert wird, wurde dafür im Gegensatz zu Gai et al. ein Anti-CD303 (BDCA-
2) Antikörper verwendet. CD303 weist eine höhere Spezifität für pDCs auf, wird jedoch 
während des Reifevorgangs herunterreguliert, weshalb der Marker primär die Identifikation 
unreifer pDCs erlaubt (Karthaus et al., 2012). PDCs konnten in 70 % der 20 untersuchten 
Gewebe nachgewiesen werden, jedoch mit einem Mittelwert von 4,86 pDCs/mm2 in signifikant 
niedrigerer Frequenz als slanDCs in diesen Geweben (18,85 slanDCs/mm2). Damit wird die 
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Aussage von Gai et al. bzgl. des Auftretens von pDCs im Kolonkarzinom bestätigt. Die höhere 
Frequenz weist auf eine mögliche Bedeutung der slanDCs in der Tumor-gerichteten 
Immunantwort im Kolonkarzinom hin. Beide DC-Subpopulationen zeigen große Unterschiede 
in der Infiltrationsdichte beim Vergleich der einzelnen analysierten Gewebe. In einigen 
Tumoren konnten die Zellen nicht oder in nur sehr geringer Zahl nachgewiesen werden, 
andere wiesen überdurchschnittlich hohe Frequenzen von slanDCs bzw. pDCs auf. Diese 
Beobachtungen lassen sich mit dem stark heterogenen Charakter von Immunzellinfiltraten 
erklären. Diese unterscheiden sich in Aufbau, Zusammensetzung und Dichte nicht nur bzgl. 
verschiedener Tumorentitäten, sondern zeigen auch interindividuell starke Schwankungen 
(Fridman et al., 2012). Auf diesen Erkenntnissen basieren zahlreiche Untersuchungen einer 
Assoziation zwischen Verteilung und Frequenz verschiedener Immunzellen und klinischen 
Parametern wie Tumorstadium oder Überleben.  
Eine Infiltration mit slanDCs ist im Nierenzellkarzinom mit verkürztem tumorspezifischen, 
progressionsfreiem und Gesamtüberleben assoziiert, welches wahrscheinlich auf einen dort 
vorliegenden tolerogenen Phänotyp der slanDCs zurückzuführen ist  (Toma et al., 2015).   
Für diese Dissertation wurde daher eine Assoziation bzgl. der Frequenz infiltrierender slanDCs 
und den klinisch-pathologischen Charakteristika wie Tumorgröße und 
Lymphknotenmetastasen der Erkrankten untersucht. Im Stadium T3 fällt eine reduzierte Dichte 
von slanDCs im Vergleich zu T1, T2 oder T4 klassifizierten Tumoren auf. Die Frequenz 
infiltrierender slanDCs zwischen Tumoren mit bzw. ohne bereits vorliegenden 
Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Kolektomie wies jedoch keinen signifikanten 
Unterschied auf.  
Abhängig vom lokalen Milieu könnten DCs im Kolonkarzinom verschiedene antitumorale, 
jedoch auch Tumorwachstum-fördernde Funktionen im Rahmen von „Tumor-Escape“-
Mechanismen ausüben. DCs sind in der Lage in Tumorgewebe zu migrieren und sind bereits 
in einer Auswahl von unterschiedlichen Tumoren mit einer Regression des neoplastischen 
Gewebes und dem Fehlen von Lymphknotenmetastasen assoziiert worden. Im KRK wurden 
die verschiedenen DC-Marker und ihre Lokalisationen je nach Veröffentlichung bisher sowohl 
mit guter als auch mit schlechter Prognose assoziiert. So wiesen Ambe et al. eine positive 
Korrelation zwischen einer hohen Dichte an S-100+ DCs in KRK-Geweben und einem 
verlängerten 5-Jahres-Überleben nach (Ambe et al., 1989). Eine andere Arbeitsgruppe 
assoziierte eine niedrige Frequenz von S-100+ Zellen mit fortgeschrittenem 
Erkrankungsstadium und dem Auftreten von Lymphknoten- oder Lebermetastasen  
(Nakayama et al., 2003). Auch Nagorsen et al. bestätigten ein verlängertes Überleben bei 
nachgewiesener starker DC-Infiltration. In einer weiteren Studie wurde eine geringere Dichte 
an reifen DCs mit fortgeschrittenem Tumorstadium, dem Vorliegen von Fernmetastasen und 
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starkem invasiven Wachstum assoziiert. CD83+ DCs, S-100+ und HLA+ Zellen korrelierten mit 
verlängertem Gesamtüberleben (Gulubova et al., 2012). Im Gegensatz dazu assoziierten 
Sandel et al. intraepithelial lokalisierte reife LAMP+ DCs und CD1a+ DCs im invasiven 
Randbereich mit verschlechtertem Überleben (Sandel et al., 2005). So könnten sich nicht nur 
die Frequenz, sondern auch phänotypische Veränderungen oder eine veränderte 
Zusammensetzung an DC-Subtypen auf die Prognose auswirken. Detaillierte Kenntnisse über 
Präsenz, Lokalisation und Funktion verschiedener Subtypen von DCs könnten daher weitere 
Fortschritte im Bereich der Immuntherapie ermöglichen. Ansätze hierfür stellen u. a. die 
Reaktivierung von infiltrierenden tolerogenen DCs oder die Hemmung immunsuppressiver 
Regulatorproteine in DCs dar (Karthaus et al., 2012). 
4.3 Phänotyp infiltrierender slanDCs im Kolonkarzinom 
Ausgehend vom Nachweis von Kolonkarzinom-infiltrierenden slanDCs wurde in weiteren 
Untersuchungen eine genauere Charakterisierung des Phänotyps dieser Zellen 
vorgenommen. 
4.3.1 Expression von CD83 durch slanDCs 
CD83 ist ein Glykoprotein aus der Immunglobulin-Superfamilie und wird während der 
Ausreifung von DCs verstärkt exprimiert. Das Protein gilt als einer der besten Marker zur 
Detektion reifer DCs. Seine selektive Hochregulierung gemeinsam mit den kostimulatorischen 
Molekülen CD80, CD86 und CD40 legt auch für CD83 eine wichtige Rolle in der Immunantwort 
nahe. Bisher konnten CD83 jedoch keine eindeutigen Funktionen zugeschrieben werden 
(Zhou und Tedder, 1995; Lechmann et al., 2002).  
Schwaab et al. detektierten reife CD83+ DCs in KRK-Geweben und stellten eine verringerte 
Infiltrationsdichte im Vergleich zu gesundem Darmgewebe fest (Schwaab et al., 2001). Auch 
in anderen Untersuchungen waren CD83-exprimierende DCs im KRK im Vergleich zum 
Adenom und nicht transformiertem Gewebe in ihrer Frequenz reduziert, wohingegen unreife 
CD1a+ DCs in einer deutlich höheren Dichte auftraten (Yuan et al., 2008). In einer weiteren 
Studie, welche im KRK CD1a, S-100, HLA-DR und CD83 als DC-Marker untersuchte, stellten 
CD83+ DCs den geringsten Anteil der anhand dieser Oberflächenmoleküle untersuchten DCs 
dar, waren jedoch mit einer guten Prognose assoziiert (Gulubova et al., 2012). Kürzlich 
analysierten Pryczynicz et al. CD83+ DCs im KRK und ihre Korrelation mit klinisch-
pathologischen Parametern und bestätigten eine Reduktion dieser Zellen im Tumorgewebe im 
Vergleich zu unveränderter Darmschleimhaut (Pryczynicz et al., 2016). Dabei war eine erhöhte 
Frequenz infiltrierender CD83+ DCs assoziiert mit Metastasen in den Tumor-drainierenden 
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Lymphknoten und vermehrtes Auftreten von CD83+ DCs im Tumorzentrum mit einer Invasion 
von Tumorzellen in Blut- und Lymphgefäßen. 
CD83+ DCs konnten in diesen Untersuchungen, wenn überhaupt, nur in sehr geringer Zahl 
intraepithelial nachgewiesen werden, vornehmlich akkumulierten die Zellen im Stroma 
peripherer Areale des Tumors oder im invasiven Randbereich (Yuan et al., 2008; Gulubova et 
al., 2012; Pryczynicz et al., 2016). Schwaab et al. beobachteten eine Akkumulation um Gefäße 
(Schwaab et al., 2001). Suzuki et al. detektierten CD83+ DCs vornehmlich in T-Lymphozyten-
Clustern (Suzuki et al., 2002). Diese Beobachtungen wurden in einigen Veröffentlichungen als 
eine Migration reifer DCs aus dem Tumorzentrum heraus in Richtung Lymphknoten zur 
Induktion einer T-Zell-Antwort interpretiert (Schwaab et al., 2001; Yuan et al., 2008; Gulubova 
et al., 2012). Das vermehrte Auftreten von unreifen DCs in zentraleren Tumorregionen und 
auch intraepithelial könnte einen Hinweis darstellen, dass diese DCs noch mit der Aufnahme 
von Antigenen beschäftigt sind und erst infolgedessen mit dem Reifeprozess beginnen (Suzuki 
et al., 2002; Yuan et al., 2008). Es könnte jedoch auch auf eine Hemmung der Ausreifung der 
DCs durch Faktoren der Tumor-Mikroumgebung hindeuten (Gabrilovich, 2004; Yuan et al., 
2008; Dudek et al., 2013). Sandel et al. assoziierten eine intraepitheliale Infiltration mit reifen 
DCs und eine Infiltration mit unreifen DCs im invasiven Randbereich mit schlechter Prognose. 
Eine Erklärung könnte die Hinderung unreifer DCs am Eindringen in das Tumorzentrum zur 
Proteinaufnahme und Prozession darstellen und die Hemmung einer Migration reifer DCs in 
die Peripherie zu den Lymphknoten (Sandel et al., 2005). 
Aufgrund der zentralen Rolle von DCs in der Entstehung einer Tumor-gerichteten 
Immunantwort können Tumoren verschiedene Strategien entwickeln, die Ausreifung und 
Funktion von DCs im Rahmen von „Tumor-Escape“-Mechanismen zu stören und zum weiteren 
Fortschreiten der Erkrankung auszunutzen (Gabrilovich, 2004; Strioga et al., 2013; Legitimo 
et al., 2014). Reduzierte Zahlen, insbesondere von reifen DCs, lassen sich in einigen 
Tumorentitäten sowohl im Blutkreislauf als auch im Tumor und in Tumor-drainierenden 
Lymphknoten nachweisen (Schwaab et al., 2001; Huang et al., 2003; Della Porta et al., 2005; 
Yuan et al., 2008; Orsini et al., 2014; Pryczynicz et al., 2016). Zahlreiche lösliche Faktoren wie 
z. B. IL-6, IL-10, M-CSF, VEGF, TGF-, IDO, PGE2 oder Ganglioside, sezerniert von 
Tumorzellen und Zellen der Mikroumgebung, beeinflussen die Differenzierung von DCs aus 
Vorläuferzellen des Knochenmarks und verursachen dadurch systemische DC-Defekte 
und/oder inhibieren die Ausreifung immaturer DCs (Gabrilovich, 2004; Strioga et al., 2013; 
Legitimo et al., 2014). Tumor-infiltrierende DCs zeigen häufig verminderte Kapazitäten zur 
Antigenaufnahme und -präsentation, verminderte Expression kostimulatorischer Moleküle, 
verringerte Motilität und Migration und eine veränderte Zytokinproduktion. Eine Akkumulation 
unreifer DCs mit geringer MHC-Expression und ohne kostimulatorische Moleküle verhindert 
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die Aktivierung Tumor-gerichteter T-Lymphozyten und kann eine Toleranz gegenüber den 
Tumorzellen durch T-Zell-Anergie oder Abbau der Zellen durch Apoptose induzieren. Einen 
potentiellen Mechanismus dafür stellt die Interaktion von PD-L1 auf DCs mit PD1 auf T-Zellen 
dar (Dhodapkar et al., 2008; Seliger und Quandt, 2012; Strioga et al., 2013; Tran Janco et al., 
2015). 
Zudem kann im Tumormilieu die Entwicklung regulatorischer DCs mit immunsuppressiven 
Eigenschaften induziert werden. In diesem funktionellen Zustand sind die DCs u. a. durch die 
Produktion von TGF- in der Lage, Tregs zu induzieren (Gabrilovich, 2004; Ma et al., 2013; 
Strioga et al., 2013; Legitimo et al., 2014). Störungen in der Entwicklung von DCs aus 
Vorläuferzellen können zur Akkumulation immunsuppressiver, unreifer myeloider Zellen wie 
den MDSCs führen (Gabrilovich, 2004; Legitimo et al., 2014). Auch nicht-immunogener Zelltod 
von Tumorzellen, z. B. im Rahmen einer Chemotherapie, kann einen vorwiegend unreifen 
Phänotyp von DCs im Tumorgewebe begünstigen (Dhodapkar et al., 2008). DCs können 
jedoch nicht nur die zwei Funktionszustände reif und unreif annehmen, sondern auch eine 
Reihe von Zwischenzuständen und der jeweilige Reifezustand gibt nicht gezwungenermaßen 
Auskunft über die tatsächliche Funktion. So können z. B. auch phänotypisch reife DCs in einer 
bestimmten Tumor-Mikroumgebung oder unter Einfluss von Chemotherapeutika tolerogene 
Eigenschaften annehmen (Dudek et al., 2013). Die Tumor-Mikroumgebung ist außerdem in 
der Lage, die Apoptose von DCs, z. B. durch bestimmte Muzine oder über HMGB1, zu 
induzieren (Ma et al., 2013). Michielsen et al. zeigten, dass Tumor-konditioniertes Medium von 
kultivierten KRKs die Ausreifung von DCs in vitro inhibiert und die Zytokinsekretion von IL-12 
zu vermehrter Produktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10 verschiebt (Michielsen et al., 
2012). In einer weiteren Studie wurde eine verminderte in vitro-Differenzierung von Monozyten 
aus Blutproben KRK-Erkrankter in unreife DCs beobachtet. Außerdem wiesen die DCs eine 
verminderte Fähigkeit zur Antigenpräsentation und eine geringere T-Zell-Stimulationskapazität 
auf. Auch eine veränderte Expression von kostimulatorischen Molekülen, u. a. eine reduzierte 
Expression von CD83, wurde nachgewiesen. Ebenso wurde eine vermehrte Sekretion von IL-
10 statt der proinflammatorischen Zytokine IL-12 oder TNF-gezeigt(Orsini et al., 2013)  
Im Rahmen dieser Dissertation wurde mithilfe von Fluoreszenzfärbungen des 
Oberflächenmarkers CD83 der Reifezustand von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben 
untersucht. Im Durchschnitt exprimierten 46,7 % der slanDCs CD83 auf ihrer Oberfläche. In 
acht der zehn untersuchten Gewebe zeigten mehr als 30 % der analysierten slanDCs eine 
Expression von CD83. Geht man bei diesen Zellen von einer phänotypischen und funktionellen 
Reife aus, könnten sie zu einer effektiven Tumor-gerichteten CD4+ und CD8+ T-Zell-Antwort 
beitragen. Unreife CD83- DCs, wie sie in einem der untersuchten Gewebe zu mehr als 90 % 
vorlagen, könnten eine T-Zell-Anergie oder Toleranz gegenüber Tumorantigenen vermitteln. 
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4.3.2 Expression von Interleukin-23 durch slanDCs 
IL-23 ist ein heterodimeres Zytokin, bestehend aus einer p40- und einer p19-Untereinheit. Es 
wird für die Expansion einer bestimmten Population von IL-17-produzierenden CD4+ T-Zellen 
benötigt. Diese als TH17-Zellen bezeichneten T-Zellen produzieren nach Antigenkontakt die 
Zytokine IL-17, IL-17F, IL-6 und TNF- (Aggarwal et al., 2003; Langrish et al., 2005; Iwakura 
und Ishigame, 2006). Die Hauptproduzenten von IL-23 sind aktivierte DCs und Makrophagen 
(Le et al., 2014). Es bindet an den IL-23-Rezeptor, woraufhin in den entsprechenden Zellen 
die Phosphorylierung und damit Aktivierung der Transkriptionsfaktoren „Signals Transducers 
and Activators of Transcription“ (STAT)1, 3, 4 und 5 ausgelöst werden kann (Paradowska-
Gorycka et al., 2010). IL-23 gilt als wichtiges Zytokin in der Pathogenese von 
inflammatorischen Erkrankungen u. a. von entzündlichen Darmerkrankungen (Hue et al., 
2006; Iwakura und Ishigame, 2006). 
Langowski et al. zeigten eine signifikant verstärkte Expression von IL-23p19 in zahlreichen 
humanen Karzinomen, u. a. den kolorektalen Tumoren, im Vergleich zu unveränderten 
Geweben (Langowski et al., 2006). Auch in immunhistochemischen Färbungen von 
Kolonkarzinomen konnte eine stärkere zytoplasmatische bzw. membranöse Expression von 
IL-23 und IL-23R im Vergleich zu Adenomen und normaler Darmschleimhaut detektiert werden 
(Helbling et al., 2014). Zudem wurden bei KRK-Erkrankten im Vergleich zu gesunden 
Kontrollen erhöhte Serumlevel des Zytokins nachgewiesen, wobei hohe Konzentrationen mit 
einer verstärkten Expression von VEGF assoziiert waren (Ljujic et al., 2010). Diese verstärkte 
Expression könnte auf STAT3-abhängigen Signalwegen in der Tumorumgebung basieren, 
welche die Transkription IL-23 spezifischer Gene fördern (Kortylewski et al., 2009).  
In KRK-Mausmodellen ergaben sich Hinweise auf eine IL-23-Produktion durch CD11b+ Tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs) infolge einer Stimulation von TLR 2, 4 oder 9, nicht jedoch 
durch Makrophagen in unveränderter Lamina propria (Kortylewski et al., 2009; Grivennikov et 
al., 2012). Grivennikov et al. zeigten, dass durch eine gestörte epitheliale Barrierefunktion im 
Kolonkarzinom mikrobielle Produkte wie LPS in den Tumor eindringen und die dort ansässigen 
TAMs über TLRs zur Produktion von IL-23 anregen könnten, welche dann IL-17-produzierende 
Zellen induzieren (Grivennikov et al., 2012). Auch in humanen KRKs können 
Barrierestörungen im Bereich der Tumoren in Form einer Defizienz von Schlussleisten und 
einer gestörten Schleimproduktion aufgrund fehlender Becherzellen nachgewiesen werden 
(Grivennikov et al., 2012). IL-23 und IL-23-Rezeptor „knock out“ Mäuse wiesen eine reduzierte 
Tumorzellproliferation auf und eine inhibierte Adenom-Karzinom-Progression. Außerdem 
zeigten sie eine Reduktion weiterer Faktoren wie Matrix-Metalloproteinasen, jedoch wurde 
eine verstärkte Infiltration mit CD8+ T-Zellen beobachtet (Langowski et al., 2006). Grivennikov 
et al. konnten jedoch keine Rezeptoren für IL-23 auf Tumorepithelzellen nachweisen und 
  Diskussion 
68 
 
gehen daher nicht von einer direkten Wirkung des Zytokins auf die Tumorentwicklung aus. 
Jedoch kontrolliert IL-23 im Rahmen einer inflammatorischen Zytokinkaskade die Expression 
von IL-17 in der Tumor-Mikroumgebung, welches über seine entsprechenden Rezeptoren 
verschiedene tumorfördernde Wirkungen entfaltet (Grivennikov et al., 2012, Wang und Karin, 
2015a, 2015b).  
Korrespondierend zur vermehrten Expression von IL-23 wurde im KRK ebenso eine erhöhte 
Expression von IL-17 im Vergleich zu nicht-entartetem Gewebe nachgewiesen (Langowski et 
al., 2006; Liu et al., 2011; Grivennikov et al., 2012). IL-17 wird von TH17-Zellen, -T-Zellen 
und „innate lymphoid cells“, lymphatischen Immunzellen, die weder B- noch T-Zell-Rezeptoren 
aufweisen, produziert (Grivennikov et al., 2012). TH17-Zellen sind im KRK mit einer deutlichen 
Verkürzung des krankheitsfreien Überlebens assoziiert (Tosolini et al., 2011). Auch Liu et al. 
assoziierten das Zytokin IL-17 im KRK mit einer schlechten Prognose (Liu et al., 2011). Über 
seinen Rezeptor wirkt IL-17 u. a. auf verschiedene Zellen des hämatopoetischen Systems, 
Fibroblasten, aber auch auf Tumorzellen (Wang et al., 2014). Die biologische Funktion von IL-
17 besteht u. a. in der Induktion einer verstärkten Zytokin- und Chemokinsekretion, der 
Freisetzung von Metalloproteinasen durch Makrophagen und Stromazellen und der 
vermehrten Expression von interzellulären Adhäsionsmolekülen auf Fibroblasten. Damit 
induziert es eine starke Entzündungsreaktion und spielt eine wichtige Rolle in der Abwehr 
extrazellulärer Pathogene, jedoch auch in der Entwicklung von Autoimmunkrankheiten 
(Numasaki et al., 2003; Iwakura und Ishigame, 2006). Im Mausmodell aktiviert IL-17 u. a. NF-
B und ERK-Signalwege in transformierten Enterozyten und fördert die Proliferation dieser 
Zellen. Dadurch wird IL-17 eine wichtige Rolle in der frühen KRK-Entwicklung zugeschrieben. 
Zudem steigert IL-17 die Produktion von IL-6 in der Tumor-Mikroumgebung, welches über 
STAT3-abhängige Signalwege ebenfalls zur Tumorgenese beiträgt (Wang et al., 2014). 
Tumorwachstum ist abhängig von einer effektiven Angioneogenese, d. h. dem Sprossen neuer 
Kapillaren aus bereits existierenden Gefäßen. Neben dem bereits beschriebenen Effekt fördert 
IL-17 das Tumorwachstum durch eine Verstärkung der Vaskularisierung des Tumorgewebes. 
Dabei stimuliert das Zytokin die Formation neuer Gefäße aus Endothelzellen. Zudem fördert 
es die Freisetzung proangiogenetischer Faktoren wie VEGF aus Tumorzellen und Fibroblasten 
(Numasaki et al., 2003; Liu et al., 2011).  
In anderen Studien wird IL-23 auch eine direkte Wirkung auf Kolonkarzinomzellen über einen 
IL-23R auf deren Oberfläche zugeschrieben. Dadurch könnte IL-23 einen direkten Einfluss auf 
die Proliferation von Kolonkarzinomzellen ausüben, wie er bereits bei einer Zelllinie eines 
oralen Plattenepithelkarzinoms beschrieben wurde (Fukuda et al., 2010; Lan et al., 2011). 
Untersuchungen durch Suzuki et al. schlagen einen Zusammenhang zwischen 
fortgeschrittenem Krankheitsstadium und IL-23R-Expression auf KRK-Zellen vor und 
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bestätigen eine Verstärkung der Malignität der Tumorzellen einiger Zelllinien als direkten Effekt 
von IL-23 (Suzuki et al., 2012). Eine andere Studie bestätigte das Potential von IL-23, eine 
Metastasierung in einigen KRK-Zelllinien zu fördern (Le et al., 2014). Eine weitere 
Forschungsgruppe wies den IL-23R zusätzlich auf Tregs nach, wodurch IL-23 in der Lage wäre, 
die Reifung und Funktion dieser Zellen zu unterstützen (Kortylewski et al., 2009; Salama et 
al., 2009; Frey et al., 2010).  
SlanDCs sind in der Lage, nach Stimulation mit LPS IL-23 zu produzieren und dadurch die 
Differenzierung von naiven CD4+ T-Lymphozyten zu IL-17-produzierenden T-Zellen zu fördern 
(Hänsel et al., 2011). Bisher konnten IL-23-exprimierende slanDCs bereits in 
immunhistochemischen Färbungen verschiedener entzündlich veränderter Gewebe wie 
Hautarealen mit Psoriasis oder Darmabschnitten im Rahmen einer akuten GvHD 
nachgewiesen werden (Hänsel et al., 2011; Sommer et al., 2014).  
Im Rahmen dieser Dissertation wurden IL-23+ slanDCs in zehn von elf analysierten 
Kolonkarzinom-Geweben in unterschiedlichen Frequenzen nachgewiesen. In acht von elf 
Geweben exprimierten mehr als 30 % der infiltrierenden slanDCs dieses Zytokin. Im Vergleich 
zu den tumorfreien Resektionsrändern wiesen fünf von sieben Karzinom-Gewebe eine deutlich 
höhere Frequenz an IL-23+ slanDCs auf. Zudem stellte sich in Doppelfärbungen ein großer 
Anteil aller IL-23+ Zellen als slanDCs heraus. Dies identifiziert die DC-Subpopulation als einen 
weiteren wichtigen Produzenten des Zytokins in einigen Kolonkarzinom-Geweben und 
schreibt ihr eine mögliche Funktion in der Programmierung von IL17-produzierenden Zellen im 
Rahmen der IL-23/IL-17-Kaskade zu. Damit wäre eine entscheidende Rolle von slanDCs in 
der kolorektalen Tumorentstehung und- progression möglich. 
4.3.3 Expression von Tumornekrosefaktor- durch slanDCs 
TNF- wurde ursprünglich als ein Faktor entdeckt, der in der Lage ist, hämorrhagische 
Nekrosen von Meth-A induzierten Sarkomen in Mäusen herbeizuführen, gesundes Gewebe 
aber verschont (Carswell et al., 1975). Diese Beobachtung weckte große Hoffnung, einen 
attraktiven Kandidaten in der Bekämpfung von Tumoren entdeckt zu haben, jedoch werden 
gerade chronisch niedrigen Dosen von TNF- inzwischen zahlreiche Tumorwachstum-
fördernde Effekte zugeschrieben. Des Weiteren wurde die Fähigkeit, in vivo zwischen 
gesundem und entartetem Gewebe bzgl. Zelltod zu unterscheiden, relativiert (Waters et al., 
2013a). Synthese und Sekretion des Glykoproteins erfolgen vornehmlich durch DCs, 
Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen und seine vielfältigen Funktionen werden über 
die Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 vermittelt (Pfeffer, 2003; Hehlgans und Pfeffer, 2005). 
TNF- ist einer der wichtigsten Entzündungsmediatoren und an der Abwehr von Bakterien, 
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Viren und Parasiten beteiligt. Er rekrutiert Leukozyten aus dem Blut an den Ort der Infektion 
und erhöht die Gefäßpermeabilität. Außerdem induziert TNF- die Aktivierung von 
Makrophagen und DCs. Fieber, die Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen und die Tumor-
assoziierte Kachexie stellen systemische Effekte des Zytokins dar (Waters et al., 2013b). 
Zu den Funktionen des Zytokins im Kontext von Tumoren zählen die Vermittlung von 
Zellüberleben und Proliferation, die Förderung der Angiogenese und Metastasierung, die 
Förderung der Expression von Entzündungsmediatoren, aber auch das Auslösen von Zelltod 
in Form von Apoptose oder Nekroptose. Tumorzellen weisen TNF-Rezeptoren auf und können 
selbst TNF- sezernieren, welches dann als autokrines Überlebenssignal fungiert (Szlosarek 
et al., 2006; Balkwill, 2009; Waters et al., 2013a). 
Chronisch-entzündliche Prozesse gelten als ein Risikofaktor für die Entstehung von Tumoren. 
So sind z. B. chronisch-entzündliche Darmerkrankungen mit einem erhöhten Risiko für die 
Entwicklung von KRKs assoziiert (Mantovani et al., 2008; Terzic et al., 2010). TNF- trägt zu 
Tumor-assoziierten Entzündungen bei durch Rekrutierung von Leukozyten und der 
Freisetzung weiterer Zytokine über die Aktivierung von Endothelzellen, sowie durch die 
Erhöhung der Gefäßpermeabilität. Zusätzlich ist das Zytokin in der Lage, die Funktion 
verschiedener infiltrierender Zelltypen zu modulieren, z. B. eine VEGF-Produktion in TAMs zu 
induzieren (Waters et al., 2013a). Jedoch zeichnen sich auch sporadische Kolonkarzinome 
durch ein Immunzellinfiltrat aus. Hier geht eine chronische Entzündung der Tumorentwicklung 
nicht voraus, sondern erfolgt als sekundäres Ereignis auf die Aktivierung verschiedener 
Onkogene oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (Balkwill und Mantovani, 2001; 
Mantovani et al., 2008; Terzic et al., 2010). Dort herrscht eine mehr oder weniger 
ausgeglichene Balance zwischen Tumor-fördernder Entzündungsreaktion, vornehmlich 
getragen durch Zellen des angeborenen Immunsystems, und einer adaptiven Tumor-
gerichteten Immunantwort. Durch proinflammatorische Zytokine, sezerniert von Zellen des 
angeborenen Immunsystems und von Epithelzellen, wird die Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies angeregt. Diese können Akkumulationen weiterer DNA-Mutationen 
begünstigen. Des Weiteren aktivieren proinflammatorische Zytokine Transkriptionsfaktoren in 
Tumorzellen und können so die Zellproliferation und damit das Tumorwachstum fördern oder 
Apoptosemechanismen inhibieren (Terzic et al., 2010). T-Lymphozyten als wichtige 
Effektorpopulation des adaptiven Immunsystems hingegen sind in der Lage, Tumorzellen 
abzutöten (Galon et al., 2006; Fridman et al., 2012). Sowohl Komponenten der chronischen 
Entzündung als auch Teile der adaptiven Immunantwort können jedoch situationsabhängig 
Tumor-fördernde oder auch Tumor-inhibierende Funktionen ausüben (Mantovani et al., 2008; 
Terzic et al., 2010). 
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Im Mausmodell von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs konnte im Verlauf der 
Karzinomentwicklung eine erhöhte TNF-Expression detektiert werden und gleichzeitig eine 
vermehrte Leukozyteninfiltration der Lamina propria und Submukosa beobachtet werden. Eine 
TNF-Blockade durch Etanercept inhibierte die Tumorentstehung durch eine Hemmung der 
TNF-induzierten Infiltration mit Zellen des angeborenen Immunsystems (Popivanova et al., 
2008). Obeed et al. wiesen eine erhöhte Expression von TNF--mRNA im KRK nach, wobei 
höhere Werte mit fortgeschrittenem Krankheitsstadium assoziiert waren (Al Obeed et al., 
2014). Auch Grimm et al. bestätigten eine Expression von TNF- im Kolonkarzinom, 
vornehmlich durch Tumorzellen. Eine starke Expression war assoziiert mit dem Vorliegen von 
Lymphknotenmetastasen und höherer Rezidivwahrscheinlichkeit (Grimm et al., 2011). Diese 
Ergebnisse deuten eher auf eine Tumor-fördernde Wirkung von TNF- im Kolonkarzinom hin.  
TNF- spielt eine wichtige Rolle in der ADCC von Monozyten (Feinman et al., 1987). Auch 
slanDCs besitzen die Fähigkeit, eine ADCC gegenüber Tumorzellen auszuüben aufgrund der 
Expression von FcII (CD16)- und FcIII (CD32)-Rezeptoren. TNF- gilt hier als wichtiges 
Effektormolekül, da die Zugabe eines neutralisierenden Anti-TNF- Antikörpers eine ADCC 
verhindert (Schmitz et al., 2002). LPS-stimulierte slanDCs sind in der Lage, große Mengen 
TNF- in vitro zu produzieren (Schäkel et al., 2002), und eine TNF- Expression durch diese 
Zellen wurde bereits bei Erkrankungen wie Psoriasis, SLE und GvHD nachgewiesen (Hänsel 
et al., 2011; Hänsel et al., 2013; Sommer et al., 2014). Zudem weisen IFN--stimulierte 
slanDCs eine direkte tumorizide Kapazität auf, untransformierte Zellen sind jedoch nicht von 
dieser Zytotoxizität betroffen. Auch hier spielt TNF- eine entscheidende Rolle bei der Lyse 
von Tumorzellen durch DCs (Schmitz et al., 2005). 
Diese Arbeit identifiziert slanDCs als eine weitere Quelle für TNF- in Kolonkarzinom-
Geweben. Jedoch konnte nur eine sehr geringe Expression von TNF- durch slanDCs 
nachgewiesen werden, was auf eine geringe Kapazität der infiltrierenden slanDCs im 
Kolonkarzinom zu TNF--abhängiger Zytotoxizität gegenüber Tumorzellen hindeuten könnte. 
4.4 SlanDCs als Komponente von tertiären lymphoiden Strukturen im 
Kolonkarzinom 
In verschiedenen Tumor-Entitäten, besonders im KRK, konnte ein positiver prognostischer 
Effekt von Tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Pages et al., 2005; 
Galon et al., 2006; Pages et al., 2009). Allgemein gilt, dass eine adaptive Immunantwort in 
SLOs, insbesondere den drainierenden Lymphknoten von entzündetem, infiziertem oder 
maligne entartetem Gewebe, generiert wird. Dafür erfolgt die Aufnahme und Prozessierung 
von Proteinen im Tumorgewebe durch APCs und eine anschließende Migration durch Blut- 
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und Lymphgefäße in die lymphatischen Organe (Mellman et al., 2011; Abbas et al., 2012; 
Murphy et al., 2014). In den letzten Jahren häuften sich jedoch die Hinweise auf weitere 
Strukturen direkt am Ort des Geschehens, z. B. der chronischen Entzündung, als eine 
Lokalisation der Induktion einer adaptiven Immunantwort. Es besteht die Möglichkeit der 
Neubildung von ektopem lymphatischem Gewebe, den sogenannten TLS (Goc et al., 2013; 
Dieu-Nosjean et al., 2014).  
Derartige Strukturen wurden bei persistierenden bakteriellen oder viralen Infektionen, z. B. im 
Magen während einer persistierenden Helicobacter pylori Gastritis oder in der Leber bei 
chronischer Hepatitis C Infektion, nachgewiesen. Dort könnten die TLS durch die Generierung 
einer adaptiven Immunantwort an der Beseitigung der Pathogene beteiligt sein. Ihre Präsenz 
im chronisch-entzündlichen Milieu wurde jedoch auch mit einer unangemessenen Aktivierung 
von B- und T-Zellen mit resultierenden autoimmunen Reaktionen oder der Entwicklung von 
Lymphomen assoziiert. TLS wurden im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, z. B. in der 
Synovia bei rheumatoider Arthritis, in den Speicheldrüsen beim Sjögren Syndrom und in der 
Hirnhaut bei multipler Sklerose beschrieben (Neyt et al., 2012; Dieu-Nosjean et al., 2014). 
Der genaue Entstehungsmechanismus der TLS, besonders in der Tumor-Mikroumgebung, ist 
noch unbekannt. Diese weist zwar etliche Gemeinsamkeiten mit einer chronischen 
Entzündung auf, zeichnet sich jedoch häufig durch immunsuppressive Elemente aus wie 
MDSCs, M2-Makrophagen und Tregs. Dennoch lassen sich TLS sowohl in humanen 
Primärtumoren wie im Melanom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) und KRK, 
als auch in Metastasen nachweisen. Die Detektion erfolgt dabei unabhängig vom jeweiligen 
Tumorstadium in sehr unterschiedlicher Dichte, nicht nur abhängig vom Tumortyp, sondern 
auch mit großen interindividuellen Unterschieden. Zudem unterscheiden sich die Strukturen in 
Größe und Abgrenzbarkeit der unterschiedlichen Zonen, wahrscheinlich abhängig von ihrem 
Reifezustand (Goc et al., 2013; Dieu-Nosjean et al., 2014). 
TLS weisen strukturelle Ähnlichkeiten mit SLOs auf und bestehen aus einer aneinander 
grenzenden B- und T-Zellzone, umgeben von hochendothelialen Venolen (HEVs) (Dieu-
Nosjean et al., 2008; Goc et al., 2014b). Zudem wurden CD21+ follikuläre DCs in der B-Zell-
Zone und reife LAMP+ bzw. CD83+ DCs in der T-Zell-Zone beschrieben. Letztere können beim 
NSCLC nur in TLS detektiert werden und korrelieren mit einem verlängerten krankheitsfreien, 
krankheitsspezifischen und Gesamtüberleben (Dieu-Nosjean et al., 2008). Ebenfalls im 
NSCLC wurden reife DCs in TLS mit einer TH1-Immunzellantwort und zytotoxischen 
Effektorfunktionen assoziiert. Dies deutet auf einen Einfluss der TLS auf die Tumor-
Mikroumgebung hin und auf eine Schlüsselrolle in der Koordination einer adaptiven 
Immunantwort. TLS-infiltrierende DCs könnten Tumor-assoziierte Antigene präsentieren und 
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vor Ort eine Tumor-gerichtete Immunantwort induzieren (Goc et al., 2014b). Die Arbeitsgruppe 
bestätigt, dass eine hohe Dichte von LAMP+ DCs im NSCLC mit verbessertem 
Langzeitüberleben assoziiert ist. Die Infiltrationsrate der DCs übt dabei einen stärkeren Effekt 
auf das Überleben aus, als die Frequenz der infiltrierenden CD8+ T-Zellen. Dadurch können 
Erkrankte mit hoher CD8+ T-Zell-Infiltrationsrate, aber dennoch schlechter Prognose aufgrund 
niedriger Frequenz von LAMP+ DCs identifiziert werden (Goc et al., 2014b). McMullen et al. 
zeigten jedoch, dass die Frequenz von TLS-assoziierten CD83+ DCs im Rektumkarzinom 
signifikant niedrigere Werte aufweist als in tumorfreien Geweben und keine Aussagen zum 
Überleben zulässt (McMullen et al., 2010). 
Naive B-und T-Lymphozyten konnten in den Tumoren nur innerhalb der TLS nachgewiesen 
werden. Verschiedene Ergebnisse deuten daraufhin, dass TLS Orte der Generierung einer 
lokalen Tumor-gerichteten Immunantwort darstellen: Durch verschiedene Chemokine könnten 
T- und B-Zellen mithilfe von HEVs in TLS rekrutiert werden. Diese Rekrutierung vom Blut in 
TLS könnte einen wichtigen Zugangsweg der Lymphozyten in den Tumor darstellen (Goc et 
al., 2013; Goc et al., 2014a; Goc et al., 2014b). B-Zellen proliferieren und differenzieren 
daraufhin in der B-Zell-Zone, CD8+ T-Zellen werden durch reife DCs aktiviert und 
differenzieren in Effektorpopulationen, welche zu Tumorzell-Nestern migrieren und 
antigenspezifisch Tumorzellen lysieren. CD4+ T-Zellen liefern dafür wichtige Hilfe-Signale. So 
erfolgt eine humorale und zelluläre Immunantwort. Durch TLS-assoziierte lymphatische 
Gefäße könnten derart aktivierte, tumorspezifische Zellen in die drainierenden Lymphknoten 
und zurück in die Blutzirkulation gelangen und dadurch einer Tumorzell-Dissemination und 
Metastasierung entgegen wirken. Eine rein passive Rolle der Strukturen und Abhängigkeit von 
SLOs kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es existieren jedoch einige Hinweise auf 
ihre aktive Rolle in der Induktion der Tumor-gerichteten Immunantwort (Goc et al., 2013; Goc 
et al., 2014a): So können z. B. LT -/- Mäuse, welche keine peripheren Lymphknoten 
ausbilden, dennoch eine Tumor-gerichtete Immunantwort entwickeln (Schrama et al., 2007) 
und die Präsenz von TLS ist assoziiert mit dem Auftreten von Tumor-gerichteten T-Zellen 
(Schrama et al., 2001). 
Bergomas et al. wiesen die Existenz von TLS im KRK nach (Bergomas et al., 2011). Dort sind 
die Strukturen angrenzend an die Tumornester oder im invasiven Randbereich lokalisiert. Der 
Aufbau entspricht den bisher in anderen Tumorentitäten gezeigten TLS mit einer B-Zell-Zone 
mit follikulären DCs und einer T-Zell-Zone mit LAMP+ reifen DCs (Bergomas et al., 2011). Eine 
weitere Veröffentlichung dieser Arbeitsgruppe zeigte zudem die Ausprägung von HEVs in 
diesen Strukturen und die Expression der Chemokine CCL21 und CXCL13. Eine hohe Dichte 
dieser Strukturen korrelierte mit einer dichten Infiltration von T-Lymphozyten des Tumors und 
ist bei fehlendem Lymphknotenbefall mit einer verbesserten Prognose assoziiert (Di Caro et 
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al., 2014). Remark et al. untersuchten die Immunumgebung in Lungenmetastasen vom KRK 
und Nierenzellkarzinom. In den Lungenmetastasen des KRKs konnten deutlich mehr TLS als 
in Lungenmetastasen des Nierenzellkarzinoms nachgewiesen werden. Eine dichte Infiltration 
mit LAMP+ DCs und CD8+ T-Lymphozyten dieser Metastasen konnte im KRK mit verbessertem 
Überleben assoziiert werden, korrelierte jedoch im Nierenzellkarzinom mit schlechterer 
Prognose (Remark et al., 2013).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Präsenz von slanDCs in Kolonkarzinom-assoziierten TLS 
untersucht. Interessanterweise konnten slanDCs in den TLS nachgewiesen werden, 
vornehmlich lokalisiert in der T-Zell-Zone der Strukturen. In weiteren Fluoreszenzfärbungen 
wurde eine genauere Charakterisierung der slanDCs in den TLS vorgenommen. In einigen der 
untersuchten Gewebeproben wies ein deutlicher Teil der slanDCs in den TLS einen reifen 
Phänotyp auf oder exprimierte das Zytokin IL-23. Diese Untersuchungen stellen einen Hinweis 
für eine Beteiligung von slanDCs an der Modulation einer Tumor-gerichteten adaptiven 
Immunantwort in der T-Zell-Zone von TLS dar und verdeutlichen eine potentielle Rolle der 
slanDCs in der immunologischen Abwehr und Wachstumskontrolle von Tumoren. 
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5 Zusammenfassung 
Das kolorektale Karzinom (KRK) zählt zu den immunogenen Tumoren und zeichnet sich durch 
eine ausgeprägte Infiltration von verschiedenen Immunzell-Populationen aus. Dabei scheinen 
insbesondere CD8+ T-Lymphozyten und CD4+ T-Helfer-Zellen Typ 1 das Tumorwachstum zu 
beeinflussen und spielen somit eine zunehmende Rolle als prognostische Marker. 
Dementsprechend ergaben sich mehrere Hinweise, dass eine hohe Frequenz dieser beiden 
T-Zell-Populationen in KRK-Geweben mit einer erhöhten Überlebensrate assoziiert ist. Diese 
neuen Erkenntnisse könnten zukünftig in die Klassifikation des KRKs einfließen und 
therapeutische Entscheidungen beeinflussen. Im Gegensatz zu Tumor-infiltrierenden T-Zellen 
ist jedoch über die Frequenz und die Eigenschaften von nativen humanen dendritischen Zellen 
(DCs) in Kolonkarzinom-Geweben und deren mögliche Rolle in der immunologischen Abwehr 
von Tumoren nur sehr wenig bekannt. Als professionelle antigenpräsentierende Zellen spielen 
DCs eine Schlüsselrolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung einer Tumor-gerichteten 
Immunantwort und können dadurch die Tumorentwicklung wesentlich beeinflussen. Daher 
wurden im Rahmen dieser Dissertation erstmalig Frequenz, Verteilung, Reifestatus und 
Zytokinexpression von 6-sulfo LacNAc+ (slan) DCs in Kolonkarzinom-Geweben sowie in 
korrespondierenden tumorfreien Kolon-Geweben untersucht. SlanDCs stellen eine große 
Subpopulation von humanen Blut-DCs dar, die nach Aktivierung hohe Konzentrationen von 
verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen sezernieren. Darüber hinaus sind sie effizient 
in der Lage, die antitumoralen Eigenschaften von CD8+ T-Lymphozyten und CD4+ T-Helfer-
Zellen sowie von Natürlichen Killer-Zellen zu fördern. Ausgehend von diesen Eigenschaften 
könnten slanDCs einen Beitrag zur Immunabwehr des Kolonkarzinoms leisten und somit das 
Tumorwachstum beeinflussen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst mit Hilfe immunhistochemischer Färbungen der 
Nachweis von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben erbracht. In diesem Zusammenhang 
konnte eine höhere Frequenz von slanDCs in Kolonkarzinom-Geweben (Mittelwert: 16,69 
slanDCs/mm2, n=38) im Vergleich zu den korrespondierenden tumorfreien Geweben 
(Mittelwert: 9,25 slanDCs/mm2, n=38) detektiert werden. Des Weiteren wurde eine höhere 
Dichte von infiltrierenden slanDCs in Kolonkarzinom-Gewebeproben (Mittelwert: 18,85 
slanDCs/mm2, n=20) im Vergleich zu plasmazytoiden DCs (Mittelwert: 4,86 pDCs/mm2, n=20), 
welche eine andere Subpopulation von humanen DCs im Blut repräsentieren, nachgewiesen. 
Ausgehend von diesen Erkenntnissen erfolgten verschiedene Immunfluoreszenzfärbungen 
zur Untersuchung des Reifestatus und der Zytokinexpression der Kolonkarzinom-
infiltrierenden slanDCs. Dabei konnten in allen zehn untersuchten Tumorgeweben CD83-
exprimierende slanDCs detektiert werden (Mittelwert: 46,7 % CD83+ slanDCs), was auf einen 
reifen Phänotyp dieser DCs hinweist. Zudem erfolgte der Nachweis einer Interleukin (IL)-23-
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Expression in variabler Ausprägung durch infiltrierende slanDCs in zehn von elf analysierten 
Kolonkarzinom-Geweben (Mittelwert: 33,8 % IL-23+ slanDCs). Dabei stellte sich heraus, dass 
slanDCs einen wesentlichen Anteil der IL-23-exprimierenden Zellen in einigen untersuchten 
Gewebeproben darstellen. Eine Expression von Tumornekrosefaktor- durch Kolonkarzinom-
infiltrierende slanDCs wurde hingegen nur in einer geringen Frequenz detektiert. Weitere 
Untersuchungen identifizierten slanDCs als neue zelluläre Komponente der T-Zell-Zone von 
tertiären lymphoiden Strukturen (TLS) der Tumorumgebung des Kolonkarzinoms. Darüber 
hinaus wies ein deutlicher Anteil der dort lokalisierten slanDCs einen reifen Phänotyp oder 
eine Expression von IL-23 auf.  
Ausgehend von diesen neuen Ergebnissen könnten die infiltrierenden slanDCs an der 
Modulation einer adaptiven Immunantwort in der T-Zell-Zone Kolonkarzinom-assoziierter TLS 
beteiligt sein und einen Einfluss auf das Tumorwachstum ausüben. Weiterhin könnte die 
Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-23 durch slanDCs im Tumor-umgebenden 
Stroma und in den TLS eine Induktion IL-17-produzierender Zellen fördern und damit auf eine 
Beteiligung der slanDCs an einem entzündungsbedingten Fortschreiten der Tumorerkrankung 
über die IL-23/IL-17-Achse hindeuten. Insgesamt leisten die gewonnenen Erkenntnisse einen 
Beitrag zum Verständnis der Rolle von humanen nativen DCs im Kolonkarzinom und könnten 
die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien in der Behandlung dieser 
Tumorerkrankung fördern. 
  
  Summary 
77 
 
6 Summary 
Colorectal cancer as an immunogenic tumor is characterized by a marked infiltration of 
different immune cell populations. Especially CD8+ T-lymphocytes and CD4+ T helper cells 
type 1 seem to influence tumor growth and therefore play an increasing role as prognostic 
markers. Thus, it has been shown that high densities of these T cell subsets are associated 
with improved survival of colorectal cancer patients. These new insights could become part of 
the classification of colorectal cancer and influence therapeutic decisions. Despite these 
studies, little is known about the frequency and properties of native human dendritic cells (DCs) 
in colon cancer tissues and their potential role in antitumor immunity. DCs as professional 
antigen-presenting cells are critical for the induction and maintenance of antitumor immunity 
and can essentially influence tumor progression. Thus, the frequency, distribution, maturation, 
and cytokine expression of 6-sulfo LacNAc+ (slan) DCs in colon cancer tissues as well as in 
corresponding tumor-free colon specimens were investigated. SlanDCs represent a subset of 
human blood DCs that secrete large amounts of proinflammatory cytokines upon activation. 
Furthermore slanDCs are able to efficiently activate CD4+ T cells, tumor-reactive CD8 + T cells, 
and natural killer cells. Due to these functional properties, slanDCs may contribute to antitumor 
immunity and may influence tumor growth. 
Within this doctoral thesis the presence of slanDCs in primary colon cancer samples was 
immunohistochemically verified. In this context, a higher frequency of slanDCs in colon cancer 
tissues (mean: 16,69 slanDCs/mm2, n=38) in comparison to the corresponding tumor-free 
specimens (mean: 9,25 slanDCs/mm2, n=38) could be detected. Moreover, higher frequencies 
of infiltrating slanDCs in colon cancer tissues (mean: 18,85 slanDCs/mm2, n=20) were 
detectable compared to plasmacytoid DCs (mean: 4,86 pDCs/mm2, n=20), representing 
another human blood DC-subset. Based on these results, various immunofluorescence 
stainings were performed to investigate maturation and cytokine expression of the infiltrating 
slanDCs. SlanDCs expressing the maturation marker CD83 were detected in all 10 analyzed 
colon cancer tissues (mean: 46,7% CD83+ slanDCs). In addition, IL-23-expressing slanDCs 
were present at varying percentages in 10 of 11 evaluated colon cancer samples (mean: 33,8% 
IL-23+ slanDCs). Interestingly, in several tissues slanDCs represented a marked proportion of 
all IL-23-expressing cells. However, slanDCs expressing tumor necrosis factor- could only be 
detected in low frequencies in the analyzed colon cancer specimens. Further studies revealed 
that slanDCs are a novel component of the T-cell zone of colon cancer-associated tertiary 
lymphoid structures (TLS). A proportion of these TLS-associated slanDCs displays a mature 
phenotype or express IL-23.  
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These novel findings indicate that slanDCs may modulate adaptive immune responses in the 
T-cell zone of colon cancer-associated TLS and may contribute to the regulation of tumor 
progression. Furthermore the IL-23-expressing slanDCs in the tumor-surrounding stroma and 
the TLS may promote the generation of IL-17-producing cells and may participate in 
inflammation-related cancer progression mediated by the IL-23/IL-17 axis. These novel 
observations can help to decipher the role of human native DCs in colon cancer and may have 
implications for the design of therapeutic strategies against this tumor entity. 
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